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Abstract

Light as a therapeutic itrement is common since the ancient Egyptians and it is still a promising
approach to attainthe site-specific activation of chemotherapeutics in modern cancer therapy.
Especially the photodynamic therapy, which is based on the cytotoxic effect of eadigyated
singlet oxygen producer, has become a promisilernativefor selective cancer treatment.

This work examines the photocytotoxic properties of organometaii;um andrhenium complexes,

in order to determine their potential as novel photodymic agents. As essential requirement both
kinds of metal complexes exhibit a strong antiproliferative effect on different cancer cell lines, after
the irradiation with visible light. This is the result of several cell viability studies with complex
concertrations in the nanomolar range. By contrast there is no toxic effect in the uladler these
conditions Similar to clinically approved photosensitizers, the here introduced complexes exhibit a
cellular reaction within minutes after irradiation, whichascompanied by several typical apoptotic
phenomena like cell shrinking, bleb formation, loss of adhesion and caspase activatlomft2d
irradiation the fragmentation of the DNA can be obserted. Especially the detailed analysis of the
caspase activtaon led to the conclusion, that the irradiated complexes initiate the intrinsic apoptotic
signaling pathway. Elicitor of this photocytotoxic effect is the generation of singlet oxygen, which
could bedetermined under irradiated conditionsn a celfree detectionrassay This formation of
reactive species isanother elementary featurethat the complexes share withcommon
photosensitizersHowever, adetail whichmakes them special andistinguishes them from other
photoactive compounds is their additional function as kinase inhibitors. This property is based on the
particular design of the pyridocarbaamlligand which isa part of all examined complexes. This
structure is inspired bthe natural kinase inhibitor staurosporine and enables the complexes to bind
in the active site ofthis protein class Supported by the other coordinated ligands therdin
presentediridium complexAW0234 represents a selective inhibitor for thexzeptortyrosine knase
VEGR and shows a significant amgiogenic effect in thredimensional endothelial spheroidBor

the rhenium complexesit was possible to deteca nhanomolarinhibition of the cytosolic protein
kinase Pim1, which is alseell-known forits implication indifferent tumor diseasesConsequently

the complexesdemonstratedin this workrepresentpotential therapeutic agents wit a dual ant
cancer activitythat combines the advantages of the photodynamic therapy with the inhibition of

protein kinases






Inhaltsverzeichnis

1

] ] LT (0] Vo P 1
1.1  Entstehung der modernen Krebstherapi€...........uuveevieviiiiiiiiiiii e, 1
1.2  Herausforderungen und Losungsansatze der modernen Krebstherapie.................... 3
1.3  PhotodynamiSChe TREIaPIQ. ........coiiiiiiiiiie et 9

1.3.1 Photophysik und Photochemie der Photodynamischen Therapie..........cccveveee.en 9

1.3.2  PhotoSENSIDIlISAtOIEN. ......cciuiiiiiiiiiiie e 13

1.3.3  Wirkung der PDT im TUumMOIgewehe. ... 20
1.4  Metalle in medizinischen und phototherapeutischen Anwendungen...............c........ 24

AUFGADENSTEIUNG. ....ee e e e e e s s rr e eeeas 29

Ergebnisse UNd DISKUSSION..........ccoccuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e s s e s se e eaanes 33
3.1 Metallkomplexe mit photozytotoxischen Eigenschaften.......................ccccooiis 33
3.2  Photochemische und zellulare Ursachen des photozytotoxischen Effekis............... 39

3.3  Untersuchung des Zelltodsfalge der photodynamischen Behandlung mit SEK030...47

3.4  StrukturAktivitatsBeziehung und Optimierung von SEKQ30.................o oo, 56
3.5 Kinaseinhibierende Eigenschaften der Photosensibilisatoren.........cccccvvvvviiiiennnnll 67
Zusammenfassung UNd AUSBICK..........o.uiiiiiii e 77
EXPErimMEntalteil..........oooi i 87
5.1  Geréte Und Materiali@N...........coiiiiiiiiiiiiieese et 87
511 LCTT = PP P PP PP PP 87
51.2 Puffer und ChBUKALIEN.............ueiiiiie e 38
5.1.3  Verbrauchsmaterialien.............uuiiiiiiiiiiiiii e 39
5.1.4 MetallKOMPIEXE.......uuiiiiiiieeeeeeeee et 89
5.2 MEENOUEBN. ..ot e e e e Q0
5.2.1  ZElKUIIVIEIUNG. ...cetiieiiiiiiiiiii ettt e e e e e e r e e e e e e e anes 90
5.2.2 BelichtungSaUTDALL...........ooiiiiiiee e 93
5.2.3  Nachweis photoinduzierter ZytotOXizitat...............oooeeiiiiiiicieeeeeeeeeee 95

5.2.4  EchtzeiRZellviabilitAtSANGIYSE. .......ccuvieiiiee e 98



5.25  FluoreszenzfarbBUNgen..........c..uuuiiiiiiiiiiiieieeeiee e 99

5.2.6 Intrazellulare Detektion reaktiver SauerstoffSpezies...........cccovvveeiiiiiiiiieeeeennne 99
5.2.7  ZellzyKIUSANAIYSE........oo et 101
5.2.8  Nachweis der CaspageliVItat.................oeeeei i eei e 102
5.2.9 Messung von Veranderungen im mitochondrialen Membranpotential............. 104
5.2.10 3D-ANQGIOGENESE TESL....ciiiiiiiiiiiieee et e e e e s e e e e e e e 105
5.2.11 Bestimmung der BgWEeITE .......ooii i 106
5.2.12 Nicht selbststandig durchgefiihrte Arbeiten...........ccccoiviimviieeiiiiieiieiieeeeeeeeee, 108
LItEratUNVEIZEICHINIS. ... e e e e e 113
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS. ...ttt e e s e e e e e 123
SHTUKIUNVEIZEICIINLS. ... e e e e e e s s e e e e e e e nnneeeeees 129
Y o] = T T PP 133
ZelIVIADITAISTESES ...ttt e e e s e e 133
XCELLIGENEESSUNGEN......cooiiieiieeeee e e e e e e e e e e e e e eeaaaeaaaaaaaas 139
Singulett SAUErstoff NACNWELS.............uiiiieie e 142
Nachweis reaktiver SAUErStOffSPEZIES .........uuuiiiii it 144

N T A e R | Y[ G OF= ] o= 1T =Y o TP 145
IGaBESHMMUNG ...c.ciiiiiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaeaeas 146
Spektren der eiNgeSEtZEN LAMPEN........coiiiiiiiiiiee et e e e e e e 147

Wissenschattlicher Werdegang............cccuvvevveeiiiiiiieeeee e, Eehler! Textmarke nicht definiert.









Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung der modernen Krebstherapie

Alsceinen weilRen Panzer aus schiedurchblutetem Gewebe, der siehie eine Krabbe im Sand

in das Fleisch eingrabbeschriebHiPPOKRATE®0 Jahrevor Christus das Leideseiner Patienten

und prégte damit den Namen, den diese Krankheit bis heute tragt: Kr@mseits zuder
damaligenZeit beschéftigten siclGelehrtemit den Ursachen idserErkrankung und versuchten
siemit Medikamenten wie Arsen, Schwefel, Cantharis untlederus (Nieswurz) zu behandeln

Der heute gebrauchlich®egriff der Chemotherapie wurde jedodrst zu Beginn des 20.
Jahrhundertsim Zusammenhang mit den Arbeitevon PAULEHRLICHzUr Behandlung von
Infektionserkrankungemingefiihrt Der Beginn der Chestherapie in der Krebsmedizin liegt in
den 194@r Jahren Damals griffen Forschder Yale School of Medicifgeobachtungen auden
SenfgaKampfeinsatzen desrsten Wetkriegs auf, bei denerkKnochenmargdepressionenund

die RickbildunglymphatischenGewebesan gefallenen Soldaten festgestellt worden waren
(Abbildungl).*? Inspiriert von diesenErkenntnissenbegannen Louis GOODMANund ALFRED
GLMANMIt der Untersuchungron Schwefel und Stickstofflosen in Bezug auf ihremnherapeu
tischen Effekt in Lymphomef! Bereits 1942 konnten sieden ChirurgenGUSTAVLINDSKOG/ON
einem ersten klinischen Test mdem StickstofflostTris(2chloroethyllamin in einem Patienten

mit Non-HodgkinLymphom iiberzeugefi. Der Versuch verlief zunachst mit groBem Erfolg und
fuhrte inrerhalb weniger Tage zu einer beachtlichen Regression der Tumore. Zwar hielt dieser
Effekt rur fur einige Wochen an, bis ein erneutes Tumorwachstum einsetzte, trotzdem war der
gewilinschte Beweis erbracht. Zum ersten Mal in der Geschichte konnte gezeighwedads es
mdglich ist eine Tumorriickbildung durch den systematischen Einsatz eines Medikaments
hervorzurufen.Der eigentliche Wirkungsmechanismus des Medikaments wurde erst in spateren
Studien geklart. Dabeentsteht ausgehend von dem T@schloroethyllamin zunachst ein
Ethylenammoniumring, der als alkylierendes Intermediat mit den Purinbasen der DNA reagiert

und zu einer Verkniipfung der beiden DiS&énge fihrf>®

Cl\/\N/\/Cl
C|/\/S\/\0| S
Cl
Senfgas Tris(2-chloroethyl)amin

Abbildungl: Bereits im ersten Weltkrieg wurde die Beobachtung gemacht, dass Senfgas zu
Knochenmarksdepressionen und einer Rickbildunglgephatischen Gewebes bei Soldaten fiihrt. Das
von deser Struktur abgeleitete Tris¢hloroethylamin wurde spater zum ersten gezielt entwickelten
Wirkstoff gegen Krebs.



Einleitung

Ein Prinzip, dass spéater auch fur zahlreiche weitere Krebsmedikamente tibernommen wurde, die
heute als Gruppe der alkylierenden Chemotherapeutika bekannt gndhnenzéhlenunter
anderem die Verbindungen Cycldmsphamin (Endoxgn Chloambucil (Leukeran Mito-
mycinG” und Cisplatiff. Ein weiteres Prinzip der Krebstherapie, das Ende der 1940er entdeckt
wurde, ist das derAnwendungvon Antimetaboliten. Erste Erfolge erzielten hEMDNEYARBER

und HARRIETKILTEmIt der Entwicklung des Folsdufmaloges Methotrexat zur Behandigin
akuter lymphatischer Leukamfe” Das bis heute eingesetzte Medikament inhibiert die Dihydro
folatreduktasé, ein Enzym, das entscheidan der Aktivierung des Vitamins und defolgen

den Prozess der NukleotBiosynthesebeteiligt ist. Ebenfalls in die DN8ynthese eingegriffen
wird durch den Einsatzvon PurinAnalggen wie dem 1954 veréffentlichten 6-Mercapto
purin®>*? welches Ausgangspunkt fiir eine Reihe von Thiopuiimeler Krebstherapie war.

Nach der anfanglichen Euphorie und den ersten Erfolgen der neuen Medikamente geriet die
Chemotherapie bereits naalkenigenJahren wiedr in Verruf. Schuld daran waren die haufig nur
kurz andauernden Verbesserungen der Leiden, die geringe Aussicht auf Heilung und die
enormen Nebenwirkungen, die den Patienten mehr Leid als Nutzen bradbies fiihrte Anfang

der 60er Jahre zu einem Umdemken der BehandlungsweiséAnstatt der bisherigen Palliativ
therapie wurde das Ziel nun auf vollstdndige Heilung ausgericlidatbei wurde auf friihere
Arbeiten von JaAcoBFURTHUNnd MORTONKAHN zurlickgegriffen die gezeigt hatten dass eine
einzelne implantierte Blutkrebszellazu in der Lage istlen Tod eineMaus hervorzurufert:!

Aus dieser Erkenntnis schlos®HwARDXIPPERvOmM Southern Research Institytelass eine
vollstandige Heilung der Kram&it nur dann moglich ist, wenn auch die letetetartete Zelleaus

dem Organismusentfernt wurde. Als Konsequenz wurden die Dosen der eingesetzten
Medikamente erhdht und die Idee deombinierten Chemotherapientwickelt? Erste klinische
Erfolge faneén mit dem VAMHMProgramm statt, einer Kombination aMéncristin(Vincaalkaloid)
Amethoperin (Methotrexat), 6Mercaptopurin und Prednison (Immunsuppressivum). Mit dieser
Strategie war es erstmals mdoglickine fir mindesten ein Jahr andauernde Ruckbildung des
Tumorgewebes,bei 50 % der an akuter lymphatlser Leukémie erkrankten Kindezu
erreichen®? Eine weitere Kombination mit dem Namen MOPP (Stickstofflost, Vincristin,
Procarbazinund Predison) erzielte &hnliche Erfolge bei der Behandlung des Hodgkin
Lymphoms. Die Rate an vollstédndiger Rickbildung der Tumore stieg von null %ufwg/on
47% der Patienten nie wieder einen Ruckfall erlitdhDie Erkenntnis, dass Krebs durch
Medikamente heilbar istwar ein weiterer Meilenstein in der Erforschung diegankheit und
fuhrte dazu, dasglie Onkologiel973 offiziell als Teilgebiet der inneren Medizin anerkannt

wurde.
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Abbildung 2: Chemotherapeutische Ansatze der Krebstherapie zwischen 1950 und 2000.

Auch in den folgenden Jahren wurde die Suche nach neuen Wirkstoffen fortgesetzt. Zu dieser
Zeit setzten viele Forscher auf die Extraktion von Naturstoffen aus dem Pflanzenreich und ihre
Untersuchung auf eine antikarzinogene WirkuBgeser Ansatz fiuhrte B3 zur Entdeckung der
Taxane und der spateren Entwicklung des sehr erfolgreichen Wirkstoffs Paéiitadeér auch

wenn einzelne Erfolge wie dieser immer wieder verbucht werden konnten, tauschte dies nicht
Uber die Tatsache hinweg, dass die Krebsforschung in einer Krise stBaktéAnzahl neu
zugelassener Medikamente nahm stetig ab und diejenigen Wirkstdife es bis zu einer
klinischen Anwendung brachterfunktionierten nach den bereits bekannten Prinzipien als
Antimetabolite, Alkylantien, Mitoseoder Topoisomeraseinhibitore(Abbildung2).*® Folglich
konnte auch keines deschwerwiegendra Problemeder Chemotherapiewie die unzureichende
Selektivitat der Wirkstoffe fur entéete Zellendie damit verbundenen starken Nebenwirkungen
oder die hohe Anzahl an Resistenzfallgejost werdenDer Ubergang in das neue Jahrtausend

war somit auch nt einem Neuanfang und einem Umdenken in der Krebstherapie verbunden.

1.2 Herausforderungen und Lésungsansatze der modernen Krebstherapie

DieVoraussetzungn fir den eingelduteten Wadel in der Krebstherapie wurdebereitsmit der
intensiven Grundlagenforschung in den 70er und 80er Japeschaffen Neue molekular
biologische Techniken, wie die Di$@quenzierurlyf’ und das molekulare Klonen, fiihrten zu
neuen Erkenntnissen Uber die Ursachen und den Verlauf von Tuknankungen.1976
veroffentlichten HARoLDVARMUSUNd J. MICHAELIBISHORhre ersten Arbeiten Gber das aus dem

Avian Sarcoma Virus isoliersec Gen.Frihere Arbeiten hatten bereits gezeigt, dass dieses Virus
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fur das Auftreten und die Weitergabe eines bestitem Typs von Sarkomen bei Huhnern
ausschlaggebeni$t.*® Mit dem src Gen konnte nurerstmalseine ganz bestimmte Nukleotid
sequenz als Ausloser fiir die Tumorbildung verantwortlichamnwerden™ Dabei stellte sich
heraus, dass es sich bsic nicht um ein virusspezifihes Gen handelt, sondern, dasag
verwandte DNASequenzen auch in zahlreichen nicht infizierten Vertebrgésiomen vor-
handen sind®®?! Damit stand fest dass es siclbei src um ein urspriinglich elluldres Gen
handelt, das erst im Zuge einer Infektion in das Virusgenom integriert wiEiteweiterer
entscleidender Schritt fur dieAufklarung desonkogenenEffektswar die ldentifizierung der
Tyrosinkinas@p60™ alsentsprechend zugehoriges Protaiessrc Gens?>?® Passend zu dieser
Erkenntniskonnten HUNTERet al. zeigten dass die Anzahl an phosphorylierten Tyrosinresten in
virustransformierten Zéén achtmal so hoch istvie in nicht infizierten Kontrollzellen, die nur die
normale zellulare Version deBens truget?” Dies brachte den Hinweislass die onkogene
Wirkung dessrc Gens nichtauf dem alleinigen/orhandensein des Gemruht, sandern durch
eine Steigerung seiner Aktivitdtervorgerufen wird Dieses Prinzip wurde in den darauf
folgenden Jahreranhandeiner groRen Anzahl weitererentdeckter Tumorgenebestatigt die
unter dem Begriff der Onkogene zusammengefasst wur@erkogenesind laut Definition Gene
die den Ubergang vom normalen Proliferationsverhalten einer Zelleumkontrolliertem
Wachstum fordern. Dabei ist der Zwischenschritt tber die Integration in ein Virusgenom nur in
seltenen Fallen der Grund fiihre Entstehung 1979 konnten WEINBERGet al. mit ihren
Versuchen an Mausfibroblasten zeigen, dass auchadtineh Mutationenveranderte Nkleotid-
sequenz der Ausléser fur einen malignen Phanotyp sein kann. Hierzu behandeltanssie
Mausen und Ratten isolierte Zellemit karzinogenen Substanzen und leiteten daraus 15
verschiedene transformierte Zelllinien ab. AnschlieRend transfiziertenicie¢ maligne NIH3F3
Zellen mit DNAlieser Zelllinienwasin funf der 15 Falle zu einem Auftreten des transformierten
Phanotyps in den Empféangerzell@ihrte. DNA aus normalen Zellewigte diese Eigenschaft
nicht*

Heute ist bekannt, dasgder Krebserkrankung eingeranderungder DNA einzelner Zellen
zugrunde liegtDiese Verédnderung kann durch &ufRere Einflisse wie karzinogene Substanzen,
ionisierende Strahlungder Tumorvieren verursacht werdember auchdurch Fehlerwahrend
der DNAReplikation und der sich anschlieRenden Zellteilengstehen Entscheidendir die
Tumorgenesast, dass dieentstandenen DN&Achadereur Entstehung von Onkogenen fiihren
und dem entspechendeinen Einfluss auf diRegulation des Zellzyklasisiiben(Abbildung3).
Bekannte Beispiele sindierbei Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren, wie der in-3®% aller

Brustkrebserkrankungen tberexprimierte Rezeptor HER2.
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Genomische Veranderung

Translokalisation L Translokalisation Mutation in
normale Zelle . Mutation im )
des Ligandengens / des Rezeptorgens / einem Gen der
. Rezeptorgen L R
Mutation im Promotor Mutation im Promotor Signalkaskade

Veranderter Phanotyp

~9. ©J) 9. 6% ©

» 9 » | K
Signal- S ) ) O] @

transduktion

l O

autokrine konstitutiv Uberexprimierter konstitutiv aktive
Ligandenausschittung aktiver Rezeptor Rezeptor Signalweiterleitung

Ligand

kontrollierte

. unkontrollierte Zellteilung
Zellteilung

Abbildung3: Onkogene Veranderungen im Genaimer Zelleund die daraus resultierenden Folgen flr
die Regulation des Zellwachstums.

In seiner normalen Funktion bindet der Rezeptor den Epidermalen Wachstums(akiérund
Ubermittelt der Zelle auf diesem Weg die Erlaubnis zur Teilung. Bei einigen Brustkrebszellen ist
die Anzahl der Rezeptoren allerdings um mehr als defa@te des Normalwertes erhohbiese
Zellen reagieren dadurch bereits auf geringste Mengen anifei@Fer Umgebung und entziehen
sich damit dem regulierenden Effekt durch diesen Wachstumsf&Ridtin weiteres Beispiel ist

die Serin/ThreonitKinaseB-Raf die ds Mitglied des RARAFMEKERKSignalwegs an der
Weiterleitung von Wachstumssignalen in der Zelle beteiligt ist. Wie gezeigt werden konnte ist
das Gen dieser Kinase in @6 aller bdsartigen Melanome mutiert. Dabei ist eine einzelne
Punktmutationin der Kinasedoméne ausreichendn das Protein in eine daueraktive Form zu
wandelnund damit einununterbrochenpositives Wachstumssignal zu erzeu§én.

Dies sind nur zwei Beispiele einer VielZadlite bekannterOnkogene Wie man mittlerweile

weil3 ist ihr alkeiniges Auftretenjedoch nicht ausreichend fiir die Entstehung einer Krebs
erkrankung In der inakten Zelle besitzen Onkogemgnen GegenspieleDiese so genannten
Tumorsuppresse6Gene verfiigen Ubereine Kontrollfunktion an entscheidenden Stellen des
Zellzyklusund sird in der Lage diesen zu stoppen, wenn masSiehaden in der DNA vorliegen.
Fur Tumorsuppressdbene gilt daher der umgekehrte Schlugge fir Onkogene: Erst eine
Mutation, die zu ihrerlnaktivierung filhrf ermdglicht den Tumorzellen ein unkontrolliertes

Wachstum.Eine breite Anzahl an Forschern unterstiitzt heute die Theorie, dlas&ntstehung
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von Krebs ein mehrstufiger Prozess ist, dem eine Redregenomisten Veranderungen
zugrundeliegen, die sowohl die riistehung von Onkogemg als auch dienkktivierung von
TumorsuppresseGenen einschlieBerDas Resultat ist eine Zelle, dimabhangigvon extra
zellularen Wachstumssignalest, insensitivgegenubeMWachstumsnhibierenden Signah, den
progammierten Zelltod umgehtein uneingeschrankte Wachstumspotentiabesitzt sowie die
Fahigkeitzur Angiogenese und dénvason in umliegendes Gewebwt.”® Nur eine Zelle, die all
diese Eigenschaftemufgrund von Mutationererworben hat besitzt das Potential eine bdsartige
Tumorerkrankung zu verursachen.

Dieses Wissen ermdglichte eine viil neue Herangehensweise an diehandlung von
entarteten Zellen. Anstatt des bisherigen Ansatzes der zytotoxischen Chemotherapie, der
hauptsachlich auf ein Eingreifen in die DRéplikation ausgerichtet war, gingen Krebsforsche
nun dazu uber Meitamente mit selektiver Wirkung gegeriim Tumorgewebe verdnderte

Proteine zwentwickeln Abbildung4).
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Abbildung4: Ubersicht haufig veranderter Signalwege in Krebszellen und die zu ihrer Regulierung
entwickelten Inhibitoren der zielgerichteten KrebstheraB?é.
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Abbildung5: Wirkungsmechanismus des ersten zugelassenen Kinaseinhibitors fur die Krebstherapie
Imatinib.

Als eines der potentesten Angriffsziele erwiesen sich dabei Proteinkinasen, die aufgrund ihrer
vielfaltigen Funktion bei der Regulation des Zellwachstums auch als Onkogene eine grof3e Rolle
spielen.Der erste Erfolg dieser zielgerichteten Krebstherapie I(éFaygeted ferapy) war der

2001 zugelassene Wirkstoff Imatinib. Er inhibiert BaxAbl Tyrosinkinase, ein Protein, das aus

der Fusion dedcr-Gens auf Chromosom 22 und deabl Gen auf Chromosom 9 entstefit

Diese fehlerhafte Genkombination liegt in 95% aller Félle von chronischer myeloischer Leuk&mie
(CML) vor und filhrt zu einer gesteigerten Aktivitat der-Kinlasé®” Imatinib blockiert die ATP
Bindestelle dieseKinase und unterbindet damit ihre Funktion bei der Weiterleitung zellularer
WachstumssignaléAbbildung5).*? DieserTherapieansatz fiihrte zu einem groRen Fortschritt in

der Behandlung von CML und Imatinib wurde zum Aushangeschild der zielgerichteten Krebs
therapie. Es folgten zahlreiche weitere Zulassungen von Proteinkinaseinhibitoren fiir die
Behandlung eines breiten Spektruraa KrebserkrankungernTrotzdem konnte kaum eineler

neuen Wirkstoffe an die Erfolge von Imatinib ankntpfBas liegt mitunter daran, dass in den
wenigsten Féllen eine so ausgepragte Korrelation zwischen einem mutierten Gen und der
Entstehung einer Tumorerkrankung besteht, wie zwischen demabl Genund CML. Dies
zeigen unteranderem die Erfahrungen mit dem EGRRibitor Gefitinib bei der Behandlung des
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms. Die urspringliche Begrindung fur den Einsatz dieses
Medikaments waren Studien, die auf eine UberexpressionBGRR in 4% derKrankheitsfalle
hinwiesen?®® Tratizdem zeigten in aier spateren Phasé-Studie nur 1% der Patienten eine
positive Reaktion auf den Wirkstd#f! Wie sih in weitegehendenUntersuchungen heraus
stellte, steht die erfolgreiche Behandlung mit Gefitinib in einem direkten Zusammeniming

einer aktivierende Punktmutationen inGen des EGFlmezeptoré35] Das bedeutet, dasslie
Therapie nur fiur einenausgewéhlten Patientenkreis mit genau diesem Gendefeigd d
gewunschte Tumorregression erzieMoch schwieriger wird die Behandlung, wenn nicht nur

eine, sondern mehrere Fehlrelgtionen ausschlaggebend fiur das Wachstumsverhalten eines



Einleitung

Tumors sindwie esbeiden meisten Krebserkrankungen der FallliBer erzielt der Einsatz eines
einzelnen zielgerichteten Inhibitors oft nur eine geringe bis gar keine Wirkung. Hinzu kommit,
dassentartete Zellen aufgrund ihrer genetischen Instabilitat dazu in der Lagedisn@Virkung

eines Inhibitors sehr schnell zu umgehen und eine Resistenz zu entwickeln. Dies konnte bereits
in den frlhen Studien zimatinib beobachtetwerden. Patienten in @eem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium der CMieigten trotzder Behandlung mit Imatinib eine erneute Zunahare
malignen ZellenDer Grundhierfir war eine Reaktiviermg des BcAbl SignalwegsWie sich
herausstellte fihrte in sechs von neun Fallen dé&wustausch eines fir die Inhibitorbindung
entscheidenden ThreoniRests in der Kinase Don® gegen ein Isoleuciaur erworbenen
Resistenz gegen den Wirkst6ff Die gewonnene Erkenntnis aus den Erfahrungen mit nieder
molekularen Inhibitoren oder auch monoklonalen Antikorpern, die ebenfalls in der zielge
richteten Therapie eingesetzt werden, ist, dass jeder Tumor seinen eigenen individuellen
Genotyp besitzt. Diese Tatsache macht eine geziB#tbandlung schwierigaber nicht un
moglich. Es setzt voraus das Mutationsprofil des Tumors vor seiner Behandhagzy kennen

und die Therapie mit einem oder mehreren Wirkstoffgezielt darauf anzupassen. Vieltder

heute zugelassenen Kinaseinhibitoren werden kombiniert eingesetzt, wie zum Beispiel Gefitinib
und Sunitinib bei Nierenkrebs oder auch Gefitinib in Kimaoon mit klassischen Chemo
therapeutika wie Fluoruracil und Oxaliplatbei Darmkrebs®” Diese MaRnahme erhoht die
Chancen auf eine vollstédndige Tumorregression und senkt gleichzeitig das Risiko einer Resistenz.
Neben der zielgerichteten Therapigird stetig auch nach weiteren Ldsungsansatzen einer
selektiven Tumorbehandlung gesucht. Eine Méglichkeit bieten hier die wahrend des letzten Jahr
zehnts intensivuntersuchten Nanotherapeutika, die in Form von Partikédnstallen, Gelen,
Liposomen oder Micellen fur den Transport von Chemotherapeutika erprobt webkdrei um
schlief3t oder bindet das Vehikel den Wirkstoff und befordentso in einer inaktiven Form zu

den Tumorzellen. Durch eiddressmolekid wie zum Eispiel einen gegen Tumoroberflachen
proteine gerichtetenAntikdrper oder auch Liganden, die an Uberexprimierte Rezeptoren der
Tumore binden erkennt das Transportmolekll sein Zielgewebe und gtimen Wirkstoffdort
selektivfrei.*® zZwar steckt diese Therapieform noch in den Anfangesizdem gibt es bereits
erste klinische Studiermit liposomal verpackten @motherapeutika wie Doxorubicimder
Vincristin die einauf diese Véise verringertes Auftreten voNebenwirkungeruntersucher**#”

Eine weitere Mdglichkeit zur selektiven Behandlung vorb&eekrankungen ist die Aktivierung

des Wirkstoffes im Tumorgewebe durch Bestrahlung mit sichtbarem lAciitden Ansatz mit

dem bislang gro3ten Erfolg, die Photodynamische Ther@pigTl) soll in den nachsten Ab

schnitten néher eingegangen werden.
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1.3 Photodynamische Therapie

Der Einsatz von Licht als Therapiemittel war somm3000 Jahreim alten Agypten, Indien und
China bekannt. Seine Geschichte in der Krebstherapie beginnt im 20. Jahrhundert. Im Jahr 1900
machte der damalige Medizinstude@scAmRaABdie Entdeckung, dass bestimmte Wellenlangen
letal aufmit Acridin behandelte Mikroorganismemirken*" Nur drei Jahre spater wurden im
gleichen Labor erste Versuche mit dem Epilepsiemedikament Haskombination mitder
Bestrahlung durchweies Licht zur Behandlung von Hauttumoren durchgefilfift. Der
damalige VersuchsleiteProfessorHERMANNVON TAPPEINERragte dabei fur seine Beobach
tungen de Beschreibungder photodynamische Wirkung Der heute gebrauchlichéegriff der
Photodynamischen Therapaharakterisiert die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in
einem bestimmten Gewebe durch die lichtinduzierte Anregung eines photosensiblen Wirkstoffs
(PhotosensibilisatorjAbbildung6). Dadurch grenzer sich von witer gefassten Begriffen wie

der Photochemotherapie abdie auch sauerstoffunabhangige Wirkungsmechanismen ein

schlieRt*3
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Abbildung6: Vereinfachte Darstellung der Ablaufe einer PDT.
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1.3.1 Photophysik und Photochemie der Photodynamischen Therapie

Mit der Photochemielassen sicldie Wechselwirkungen zwischen den drei Grundeinheden
Photodynamischen Therapidjcht, PhotosensibilisatofPS)und Sauerstoff beschreiben Vor
Beginn der Bestrahlung liegt der Photosensibilisator zunachstiimer energetisch gunstigsten
Variante, dem Grundzustand, vor. Dabei sind alle Elektronen gepaart (Sirifugsthd) und auf

die Orbitale mit den niedrigste Energieniveaus verteilt. Durch die Absorption eines Photons
verlasst eines der Elektronen den Grundzusté®) und wird in ein unbesetztes Orbital eines
hoheren Energieniveaus, S, S¥  geboben. Dieser Zustand ishergetisch ungunstig und
daher nur von kurzer Dauer, bevor das Elektron auf seitursprungslevel zurtckfallDie
anfangliche Anregungsergie wird dabei als Warme oder neues Photon mit hoherer

Wellenlange (Fluoreszenz)eder abgegebefAbbildung?).
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Abbildung7: JaBLONSKDiagramm der photochemischen Prozesse eines Photosensibilisators (S = Singulett
zustand, T = Triple®ustand).

Anstatt dieser direkten Rickkehr in den Grundzustaedolgt bei der Photodynamischen
Therapie mit hoher Effizienz eirgberfilhrung des Molekiils in den Tripl&tstand (7). Bei
diesem aldntersystem crossinfjezeichneten Vorgang wird der Spin des angeregten Elektrons
umgekehrt, so dass dieser nun parallel zu dem des urspriinglichen Partnerelektrons ist. Auch aus
diesem zstand kann das Elektron unter erneuter Spinnumkehr auf das Grundniveau
zurickfallen und dabei Warme oder ein Photon (Phosphoreszenz) erzeugen. Allerdings
beglnstigt die langere Lebensdauer desZiistands verglichen mit dem-Bustand, die
Umwandlung derEnergie des angeregten Elektrons in die Aktivierungsenergie weiterer
photochemischer Reaktiondff! Dies kann zum einen der Transfer von Elektronen oder
Protonenvon einem oderuf einbenachbartes Molekigein (Tyg photochemische Reaktion)

oder zum anderen die Ubertragung von reiner Eneaié Sauerstof{Typ-1l photochemische
Reaktion).Im ersten Fall entstehen kationische oder anionische Radikale, die in weiteren
Schritten mit molekularem Sauerstoff zu ROS reagieren. Im zweiten Fall flihrt der Energietransfer
auf ein Sauerstoffmolekiif@,) zu dessen Uberfiihrung in den Singultistand(*0,). Beide
Prozesse finden in der PDT statt und erzeugen die entscheidenden zellschadigenden Spezies.

Allerdings dominiert die Typ Reaktion bei den meisten Photosensibilisatof&A°!

Typl photochemischd&keaktion
*PS* + Substra ——  Substrat % PS’

PS'+Q —> PS+¢’

Folgereaktion 20,°+2H _5°0  HO,+Q
Folgereaktion o0°+HO, —» O,+OH+O0OK

Typll photochemische Reaktion:
PS*+@ —> PSHO,
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Singulett Sauerstoff ist damit hauptverantwortlich fir den toxischen Effekt, der wahrend der
PDT in den Tumorzellen erzeugt wihth Gegensatz zur normal vorliegenden Tripfetrmdes
Sauerstoffs,6 SA RSNJ RA S 0 S A R@hialelmit jelv@ild gidtnSEeRiSy des F
3t SAOKSY {LAya o0SaSaid aayRz tAS3Sy RAS-9tSTGN
Orbital mit entgegengesetzte Spirs vor”! Dieser Zustandst energetisch ungiinstiger und
verleint dem Molekil eine enorme Reaktivitat, die zu oxidativen Schaden an samtlichen
zellularen Bestandteilen fiihren kanAufgrundseines ungeladenen Charaktekann sich'O, in

der Zelle relativ frei bewegen und durch Mbranen diffundieren. Allerdings wird sein
Wirkungsbereich durch seine kurze Lebensdauer stark eingeschrankt. Diese betragt in reinem
Wasser etwa % 10°s und wirdin der Zelledurchdie hohe Zahl an Reaktionspartnern noch auf
10" s verkiirzt*® Daraus ergibt sich ein maximaler Aktivititsradius von cain30wvas in etwa

dem Durchmesser eines Ribosoms entspritHit! Aus dieser Tatsacheird deutlich dass die
Lokalisation des Photosensibilisateiaen entscheidenden Einfluss auf seine zellulare Wirkungs
weise besitzt.

Fur die Uberfihrung eines normalen Sauerstoffmolekils in seine Tripbeth muss eine
Energiedifferenz von 98kJ/mol (iberwunden werden*!! Bei einer Anregung mit sichtbarem
Licht im Bereiclzwischen620-690nm werden etwa 17a.90kJ/molauf den Photsensibilisator
Ubertragen Im Arschluss an daitersystem crossingind weiterhin 11@130kJ/mol dieser
Energie im TripletZustand der Verbindung enthalterGenaue Berechnungemnter Berlick
sichtigung thermischeVerluste lassen darauf schlieBen, dass eine Generierung'@ibis zu

einer maximalen Anregungswellenlange von 88@n méglich ist* Das untere Limit der
Anregungswellenlange wird durch Chromophore im menschlichen Gewebe bestimmt. Vor allem
Wasser, Hamoglobin, Melanin und Cytochrome verhindern durch ihre Absorptionseigenschaften
eine Ausntzung ded.ichtspektrumainterhalb einer Wellenlange von 6@on (Abbildung8). Bei

630 nm, der Anregungswellenlange des ersten zugelassenen Photosensibilisators Photofrin,
dringt der Lichtstrahl dabei etwa-83mm in das Tumorgewebe ein. Neuere Medikamenti
Anregungswellenlangen vamehr als700nm, lassen bereits Behandlungen mit der doppelten
Eindringtiefe zyAbbildungg).***"!

Zusammengefassergeben sich daraus folgende entscheidende Eigenschaften gjatmn
Photosensibilisata Erstens eine starke Neigung zumintersystem crossingmit einer
anschlieendenmdglichst langen Meveildauer im angeregten TripleRustand, die zur
Generierung vorfO, mit einer Quanterausbeute von mindesten®.5 fiihrt®; zweitenseine
Anregungswellenlange innerhalb des optischeendters zwischen 600 und 8&fh sowie

drittens eine strategisch giinstige Lokalisation innerhalb der Zelle, die zu einer Schadigung an

11
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den entscheidenden Positionen fiihiEine weitere wichtigeEigenschaft ist die Stabilitat der
Verbindung. Diese sollte fisine gewisse Zeit der intensiven Bestrahlung standhalten, um eine
angemessene Behandlungsdauer zu gewahrleisten. Auf der anderen Seite ist ihr biologischer
Abbau eine Grundvoraussetzung, damit eine langer andauernde Photosensitivitédt des Patienten
vermiecen wird. Unter Berlcksichtigung dieser Kriterien, wurden im Laufe der letzten
Jahrzehnte zahlreiche Verbindungen fir die Photodynamische Therapie entwickelt und getestet.

Einige von ihnen werden im néchsten Kapitel vorgestellt.
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Abbildung8: Oben Optisches Fenster fur die Photodynamische TheréHie = Hémoglobin{f‘” Unten:
Eindringtiefe verschieden farbigéuichtsin dasmenschlicheGewebé®?
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1.3.2 Photosensibilisatoren

Die meista der heute eingesetzten Photosensibilisatorgehdren strukturell zuGruppe der
Porphyrine. Dies sind cyclische Tetrapig, deren Kernstruktur daBorphin darstelltBekannte
natirlich vorkommende Vertreter dieser Verbindungsklasse sind die HamgrdepeHame
globins die fir den Sauerstofftransporim menstilichen Blut verantwortlich issowie das

Chlorophyll aus dem Photosystem der Pflanzen.

HO
OH

© OH HO ©

Porphin Hamatoporphyrin

Abbildung9: Das Paqgphin bildet die Grundstruktur derPorphyrine eine der meist eingesetzten
Verbindungsklassen in der PDT.

Bereits im 19Jahrhundert wurde dasals Hamatoporphyrin bezeichnetéPorphyrin des
HamoglobingAbbildung9) durch saure Hydrolysaus getrocknetem Blut isoliert und auf seine
photochemischen Eigensaften untersuchf® Nach erstenNachweisen einer photodynami
schen Wirkungn eukaryotischen Zellesowie auch inMausen,testete FRIEDRICMEYERBETZ
1913 erstmals dieAuswirkungen der Verbindung auf den menschlichen Organismus. In einem
Selbstversuch mit 20fg injiziertem Hamatoporphyristellte er eine star& und fiir Wochen
andauerndephotosensibilisierende Wirkung auf die Haut f83tSpatere Arbeitenzu Beginn
der 1950er Jahrezeigten, dasssichreines Hamatoporphyrimur bedingt fir die Krebstherapie
eignet, da esaufgrund séner starken Polaritdt kaum in das Tumorgewebe eindrigyMUEL
SHWARTDehandelte daraufhin die/erbindung mit einem Gemisch aus Essigd Schwefel
saure und erhielt einen Photosensibilisator mit deutlich besseren Tdokafisierenden
Eigenschaftef? Die neueSubstanbekam den Namen Hamatoporphyrin Derivat (HpBYl ist
wie sich herausstellteein Gemisch aus MoroD# und Oligomererder Ursprungsverbindundes
ist davon auszugehen, dasie gewisse Konzentration dies&trukturen als Verunraigungen
bereits in friherenin vivo Versucha vorhanden warund somit ursachlichfir die damals
beobachtetephotodynamsiche Wirkunigt. In weiteren Studiertkonnte gezeigt werden, dass die

verbessertein vivo Aktivitat des HpB hauptsachlich auf @i neu entstandenen Biund
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Oligamere zurlckzufuhren ist unth einem direktenZusammenhang zu den gesteigerter
Lipophilie steht***®! 1976wurde HpD zum ersten Mal in einer klinischen Studie K& et al.

an finf Patienten mit Blasenkarzinomamtersucht®” Kurze Zeit spateentfernten DOUGHERTY
etal. in einem weiteren Reinigungsschrite Gberflissigen Monomere aus dem HpD Gemisch

B8 Dieser Wirkstoff wurde

und erreichten damit eine erneut¥erdopplung dein vivoAktivitat.
1993in Kanada unter dem Namerhotofrin erstmalsfir die Behandlung von Blasentumoren
zugelassen und ist bis heute der meisteingesetRtetosemibilisatorin der Photodynamischen
Therapie??

Hamatoporgyrin, HpD und Photofrin zahlerzu den Photosensibilisatoren deersten
Generation.Zwar stellt der Einsatz von Photofrin immer noch den Standard in der PDT dar,
jedochist der Wirkstoff weit davon entferntein idealer Photosensibilisator zu sein. dsirder
grol3en Probleme isiveiterhin die ungeklartZusammensetzundes Gemischaus dimeren und
oligomeren Komponenterwobei urklar ist welche der mehr als 60 Inhaltsstoffe tatsachlich fur
den photodynamischen Effekt verantwortlich sind. Mésiteren liegt die Anregungswellenlange

mit 630nm am unteren Rand des mdglicheptischen Fensters und laubt daher nur eine
geringe Tumorpenetration\Wie bereits vorFRIEDRICNEYERBETZfestgestellf fuhrt die Injektion

von Hamatoporphyrinen zudem zu eine64viochigenPhotosensibilisierung der Hauwas eine
zusatzlichéBelastung fur die Patienten d=ellt.

Ein Ansataus der zweiten Generation zur Uberwindung dieser Probleme ist der Einsatz von
5-Aminolavulinsaure (ALA). Dieser Wirkstoff ist selbst kein Photosensibilisamodern ein
Zwischenprodukt der HaBiosynthee (Schemdl). Er entsteht auf natlirlichem Wegus der
katalysierten Reaktion der beiden zelleigenen Stoffe Glycin und Su€dAylund flhrt
anschliel3end in weiteren Schritten zur Synthese des direktenWamaufers Protoporphyrin 1X
(PPIXFY Diese Verbindung ist ein guteh®osensibilisator, der auch im HpD enthalten!i&:.

Die zusatzliche Gabe von ALA fihrt zu eimstajgerten HanBiosynthese und in Folge dessen

zu einer erhohten intrazellularen Konzentration dieses Zwischenproftk@abei wird die
Tatsache genutzt, dass der letzte Schritt der Biosynthese vom Protoporphyrin zum Ham, deutlich
langsamer verlauft als die vorangegangenen Reaktionen und dadurch eine unnatirliche
Anhéufung des Photosensibilisators verursathtEine anschlieBende Belichtung der Zellen
erzielt dann die gewunschte photodynamische Wirkung. Mit diesem Angatzdas Problem

der undefinierten Komponentenzahl auf einen einzelnen Wirkstoff reduziert und gleichzeitig der
schwierige Transport des polaren Porphyrinmonomers in den Tumor umgangen. ALA ist unter
dem Namen Levulan seit 1999 auf dem Markt zugelassen.zdigt eine schnelle

Tumorakkumulation und eine Exkretion aus dem Kérper innerhalb eines Zeitraums kéil 24
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Schemal: Vereinfachte HamBiosynthesezur Darstellung der Wirkungsweise voABinolavulinsaure in
der PDT.

In Bezug autlie Verbesserungler Anregungswellenlangder Photosensitigatoren zeigt der
Einsatz von Chlorin2,3-Dihydroporphyrin Derivaten sowie Derivaten der verwandten
Verbindurg Bacteriochlorin (2,3,12,1Betrahydroporphyrin) grof3en ErfolgAbbildungl0).
Ausschlagebend ist dabei das im Vergleich zu den Porphyrineum eine bzw. zwei
52 LJJSt 0AYyRdzy3Sy NB-RlekirohedsydieGder|Vargi@icdageh @dNiu Siner
Vershiebung de Absorptionsspeken in Richtunghdherer Wellenlangen fihrt.Ein bereits
zugelassener Wirkstoff dieser Verbindungsklasse ist das VertepoHB besitzt ein
Absorptionsmaximum bei 69@m und erreicht damit eine um S gesteigerte Tumer
penetraton im Vergleich zum PhotofrinVeitere Vorteile des Wirkstoffs sind seizeitnahe
Aufnahme ins Tumorgewebe @®0min nach Injektion sowie sein schneller Abbau, der die
Photosensitivitat der Patienten auf-2 Tage beschrankt! Als momentan potentester
Photosensibilisator fur die PDT gilt der 2001 in Europa zugelassene Wirkstoff Fossan (
Tetrahydroxyphenythlorin). Er wird mit einer Wellenldnge von 6%® angeregt und besit
eine 100fach gesteigerte Photoaktivitaverglichen mit PhotofrinVersuche bei denen Foscan

als Fluoreszenzmarker rziokalisation von Glioblastomen eingesetzt wyrgleigen zudem eine
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hohe Tumorselektivitat der Verbindur[fﬁ]. In einer Studie mit 128 Patienten, die an
fortgeschrittenen Kopf und Hals Karzinomen erkrankt waren und mit keiner der herkdmmlichen
Therapien erfolgreich behandelt werden koent zeigte die Foscasvermittelte PDT eine
deutliche Reduzierung des Tumorgewebes und fiihrte bePo58er Patienten zu einer
signifikanten Verbesserung der LebensqualfttMit einem filheren Einsetzten defherapie
kanndie Erfolgsaussicht der PD@ch gesteigert werderDies zeigunter anderemeine Studie

zur Behandlung von oralelattenepithelkarzinoran im AnfangsstadiumHierbei flhrte die
Foscarvermittelte PDTin 85% derFalle zu einer kompletten Tumorremission wobei 77 %
dieser Patienteriiir mindestens zwei Jahtemorfreiblieben!®” Trotz dieser vielversprechenden
Ergebnissg besitzt auch Foscan den Nachteilnasi fir mehrere Wochen andauernden

Photosensibilisierung der Haut

OH . —
/@ioocho
HO™Y,

Verteporphin Foscan TOOKAD

Abbildung10: Chemische Struktur verschiedener Chlefiot) und Bateriochlorin (griin) Photosensibiti
satoren der zweiten Generation.

Das einzigdacteriochlorin, das sidn fortgeschrittenen klinischen Testiir die Anwendung in
der PDTbefindet, ist der Photosensibilisator TOOKABbbildungl0). Dies ist eine Palladium
haltige Verbindung, die sich vom Bacteriochlorophyll Bestosynthesebetreibenden Bakterien
ableitet. Mit einer Anregungswellenlange von 76 ist er den anderen Photosensibilisatoren
der zweiten Generation deutlich Uberlegen, was die Penetration des Tumors bétriffers als
die bisher genannten Wirkstoffe lokalisiert TOOKADgtsachlich in den BlutgefalRen und greift
dadurch die Saustoff- und Nahrstoffversorgung der Tumore an. Eine erste klinische Studie
dieser TOOKAfZermittelten vaskularen PDT zeigtbereits 2h nach der Infusion eine
verschwindend geringé’lasmakonzentrawn des Wirkstoffs DesWeiteren konnte nach 8
keine cutane Photosensitivitat bei den Patienten mehr nachgewiesen weri8nDiese
Eigenschaften machen TOOKAD zusammen mit einigen aussichtsiaighastudien zieinem
vielversprechenden Kandidaten fir die Behandlung ratderflachiger Tumore, wie dem

Prostatakarzinonf® Ebenso in klinischen Tedtefindet sich der Wirkstoff Lutrin (EDex) der
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als Mitglied de Texaphyrine auf einenfiripyrrolpentaazaprphyrin basiertEr wies bereits im

vivo Versuchen ineinem Mausbrustkrebsmodell eine signifikante Steigerung der Tumor
remission und Heilungsrate im Vergleich zum Photofrin auf, was grof3tenteils vermutfich au
seine hohere Anregungswellenlénge von w0 zuriickzufithren isg”!

Auf der weiteren Suche nach geeigneten Photosensibilisatoren stie3amamauf die zu den

%8l Diese noch nicht sehr lange

Porphyrinisomeren gehérenden Porphyceibbildungll).
bekannteVerbindungsklasse besitzteben einer charakteristischen Absorptionsbande oberhalb
von 600nm, ein hohes Potential zur Generierung von reaktiven Sauerstoffspeziegeictiret

sich zudem durch eine hohe strukturelle Wandelbarkedtufgrund ihrer einfach w
modifizierenden Seitenketteraus.Diese Eigenschaft ermdéglicht, eésirch chemische Verander
ungen Einfluss auf die zellulare Aufnahme des Wirkstoffs, eine gesteigerte ROS Produktion, die
Halbwertszeit innerhalb des Organismus oder diduge Lokalisgon zu nehmen.In den

letzten Jahren wurden zahlreiche Porphycene synthetisiert und auf ihre Eignung fur die PDT
untersucht. Dabei zeigte sich eirgeringe Neigung zur Verursachung von cutaner Photo
sensitivitat, bedingt durch einen raschen Abbau im Korpad eine effektive Aktivierung
apoptotischer und nekrotischer Prozesse im Tumorgew&be.

Eine bereits lange bekannte Verbindungsklasse aus der Fotografie, der- Tundil
Elektroindustriesind die PhthalocyanidéAbbildungll). Sie besitzen mit stark ausgepragten
Absorptionsbanden zwischen 670 und @ ebenfallsoptimale photophysikalische Eigen
schaften fur die PDT und in Anwesenheit eines geeigneten Zentralatoms, wie Zink, Aluminium
oder Silizium fihrt ihr verlangerterriplett-Zustand zu einer effizienten Singulett Sauerstoff
Produktion® Einer der aussichtsreichsten Kandidaten ist hier das Silizium Phthalocyanin Pc 4
das bereits in einer klinischen PlkdsStudie fir die Behandlung vooutanen TFZellen
Lymphonen getestet wurde.™® Ahnlich wie bei den Porphycenen ist die hohe strukturelle

Flexibilitat einer der grof3ten Vorteile dieser Verbindungsklasse.

R R PN
\_NH N=
N N
{\1 HN
R R &N%

Porphycen Phthalocyanin

Abbildung11: Porphycene und Phthalocyanine bilden die Kernstruktur einiger fir dieuRi@fsuchten
Photosensibilisatoren wie ATMPn, Pc 4, CGP55847 und Photosense.
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Tabellel: Photosensibilisatoren in klinischen und préaklinischen Stuiierdie Anwendung in der PDT
Blauunterlegt sind bereits als Medikament zugelassene Wirkstoife!

Struktur Photosendbilisator Handds- Wfallerr Krebsart
name lange
Porphyrin PorfimerNatrium Photofrin 630nNm L=, Bl s Ova'1r,
Gallengang, Blase, Gehirn
5-Amino Haut,Blase Gehirn,
L Levulan 635nm -
lavulinsaure Speiserthre
Porphyrin 5-ALAmethylester Metvix 635 nm | Haut, Blase
vorstufe
5-ALAbenzylester Benzvix 635 nm | Gastrointestinaler Trakt
m—THPC_ Foscan 652 nm Kopf u. Hals, Lunge, Gehir
Temoporphin Haut, Gallengang
Verteporfin Visudyne 690 nm AL [ERUETEDREIEEE
Haut
HPPH
2-(1-Hexyloxyethyh N
2-devinyl Photochlor | 665 nm Kopf u. Hals,Speiserchre
. Lunge
Chlori pyropheghorbid
orin alpha
Zinn Ehyl- Purlytin 660 nm | Haut, Brust
etiopurpurin
Mono-L-aspartyt , .
chlorin e6,Npe6 Talgorfin 660 nm | Leber, DarmGehirn
Photodithazin Fotolon | 660 nm NasgnrachenSarkome,
Radachlorin Gehirn
Bacterlo Palladium Bctgrla TOOKAD | 762 nm | Prostata
chlorin pheophorbid
. . . . Brust,Prostata,Gehirn,
Taxaphyrin | Lutetium Bxaphyrin| LuTex, Lutrin| 732 nm Haut, Gebarmutterhals
Silizium Pc 4 675 nm | Cutanes ¥Zellen Lymphom
Phthalocyanin ymp
Phthale Zink Phthalocyanin| CGP55847 | 670 nm | Aerodigestivtrakt
cyanin -
Aluminium Haut,Brust,Lunge
Phthalocyanin Photosense | 675 nm » BIUSL-UNGE,
. Gastrointestinaltrakt
derivat
ATMPn,
Acetoxyetrakis 600-750
Porphycen (-methoxyethyl) / am Haut
porphycen
TH9402,
Rhodamin Dibromorhodamin / 515 nm | Brust, Haut
methylester
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Neben diesen Porphyrbasierten und Porphyrimerwandten Strukturen, die in den letzten
Jahrzehnten ausgiebig fur den Einsatz in der PDT untersuchtwingterschiedenste Weise
strukturell verandert und optimiert wurddr?, gibt es auch einige Vertreter unter den
Photosensibilisatoren, die nicht zur Klasse dieser Verbindungen gehdren. Darunter befinden sich
die als Farbstoff bekannten Struken Methylenr und Toluidinblausowie einige Cyanine,
Chalcogenopyrylium Farbstoffe und dass Pflanzenextrakten isolierte @bn Hypericin
(Abbildungl2). Methylenblau zeigte zunéchst gute photozytotoxische Eigenschaftém vivo
Xenograftmodellef? und aucherste klinische Tesftd verliefen positiv Trotzdem hat die
Verbindung einige Nachteile. So besitzteiiee schlechte TumorlokalisatiB8fl und die durch sie
verursachten oxidativen DN8chadenkonnten von einigen Tumorzellen innerhalb von wenigen
Stunden behoben werdef? Hinzu kommt, dass die Verbindung durch zellulare Enzyme zu einer
farblosen, inaktiven Form reduziert wilf! Ahnliche Erfahrungen wurden mit Cyaninfarbstoffen
wie dem Merocyani®40 gemacht. Auch hier verliefen die praklinischen Versuchstipo
allerdings konnte die Verbindung einem direkten Vergleich mit dem bereitslagsgmen
Wirkstoff Foscan nicht standhalté®¥ Generell hinkt dieEntwicklungder nicht Pomphyrin-
verwandten Strukturerfir die PDTden Porphyrine hinterher und kampft mit der Uberwindung
grundlegender Probleme, wie ddioverfligbarkeit, der Anreicherung im Tumorgewebe, dem
Auftreten von Dunkeltoizitat sowie einer ausreichendefiumorpenetrationt® zZwar sind all
diese Probleme in der einen oder anderen Weise von lieneits erwahnten Verbindungeim
den Kklinischen Phasen geldst worden, trotzdem gibt es bislang keinen taffirkder alle
Eigenschaften eines perfekten Phaasibilisators in sich vereinEine intensive Forschung zur
Verbesserung der bekannten Wstkffe sowie die Suche nackenen Strukturen fiir die PDT sind

daher unbedingt notwendig.

St
/ g0
/N N
\N/ngg\,\l/ ©:O
| cr |

Methylenblau Merocyanin 540 Hypericin

Abbildung12: NichtPorphyrinverwandte Photosensibilisatoredie fur den Einsatz in der PDT untersucht
werden.
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1.3.3 Wirkung der PDT im Tumorgewebe

1.3.3.1 Zellulare Wirkungsweise

Reaktive Sauerstoffspezies sind ein natirlicher Bestandteil des zelluBo#fwvechselsund
besitzen mitunter sogar wichtige Aufgaben bei der Abwehr von Infektionen oder der
Weiterleitung von intrazellularen Signal€fl.Ihre Hauptquelle sitzt in der Atmungskette der
Mitochondrien wo sie in Form voisuperoxidanionerbei der wvollstdndigen Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser entsteheDie gesunde Zelle ist darauf eingestediin gewisses Mal3
reaktiver Spezies zu tolerieren und durch Schutzmechanismin die Superoxid Dismutase
(SOD), Katalasen oder Giilttion abzufangen. Et wenndasGleichgewichtiusreaktiven Spezies
und Antioxidantienaus den Fugen gerdkommt es zu einer zellschadigenden Wirkudge als
oxidativer Stress bezeichnet wif&® Im fir die Zelle schlimmsten Fall sind die Schaden an
Proteinen, Lipiden odeder DNA dabei so grol3, dass es zu einer Einleitung des Zelltods kommt.
In der PDT werden genau diese Schaden genuwtzt entariete Zellen selektiv aus dem
Organismus zu entfernen. Dalist der genaue Wirkungsmechanismuaer zum Auslosen des
Zelltods fiihrt von Wirkstoff zu Wirkstoff unterschiedlich und stark abhangig von der zellularen
Lokalisationdes Photosensibilisatorseirer Konzentrationsowie der verabreichten Lichtdosis
und dem Phéanotypler Zeke.®*#3 Als eine der erfolgreichsten Positionen fiir die Induzierung des
programmierten Zelltodshaben sich die Mitochondrien erwiesé&i®! Hier lokalisiererunter
anderemeinigeder Porphyrirbasierten PhotosensibilisatoresowiePc4, Verteporfn, Hypericin
oder Methylenblau®” Eines der ersten Ereignissech der Lichtaktivierung dieser Wirkstoffe

der Zellg ist die Ausschittungles in den Mitochondrien vorhandenen Proteins Citomn ¢ in

das Zytosof>®"! Dieser Vorganigt bereitseines derirreversiblenEreignisse, die zur Auslésung
des programmierten Zelltod&ihren und wird gefolgt von der Bildung eines Kalexes aus
Cytochrom ¢, dem Apoptosaktivierenden Faktor 1 (APAF und der Procaspas¥®
(Abbildungl3). Procaspasen sind diaaktiven Vorstufereiner Reihe von Cysteinproteasen, die
im Zuge des programmierten Zelltods aktiviert werddme Funktion besteht darjreunéchst als
Initiator-Caspasen (Caspase 8 und 9) weiterer Caspasen zu aktivieren, welche dann als Effektor
Caspaserdie Degradationdiverser Zellbestandteilébernehmen. Dabei werden Proteine, das
Zytoskelett und der Nukleusklusive DNA abgebaut und auf vesikelartigfeukturen verteilt,

die als so genanntepoptotischeKorper von Zellen des Immunsystems aufgenommen werden.
Mit der Aktivierung der Procaspase 9 nach der Ausschittung des Cytochraosisdamit der
Weg in den élltod fur die PDTbehandelte Zellebereits festgdegt. Wie genau es durch die
Belichtung des Photosensibilisators zur Freisetzung Apeptoseinduzierenden Proteins

kommt, istjedochnoch nicht in allen Einzelheiten geklart.
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Abbildung13: Apoptoseinduzierende Signalwege verschieden lokalisierter Photosensibilisatoren.

EinigeArbeiten deuten darauf hin, dasdie Offnung eines Kanalsler die innere undiuere
Mitochondrienmembranmiteinander verbindet der so genanntgpermeability transition pore
complex(PTPC)eine entscheidende Rolle dabei spidlies zeigtinter anderemeine Studie an
menschlichen epidermoiden Krebszellebei denen ein PTR@hibitor, die Cytochrom c
Ausschiittungnachder photodynamischen Behandig mit Pc 4verhindert®¥ Hinzu kommtdie
seit langerem bekannte Beobachtyndass einige Pphyrine wie dasPPIXmit hoher Affinitat
an eine UntereinheitlesPermeabilititskomplexesinden® Trotzdemscheintdie Offnung des
PTPCsnicht bei allen Photosensibilisatoreran der Auslosung de programmierten Zelltods
beteiligt zu sein. In einigen Fallen, wixei Hypericin, konnte inin vitro Studien eine PTRC
unabhangige Cytochrom c Ausschittung beobachtet werésnwird vermutet, dass diesem
Fall unspezifische Membranschéaden durch Lipidperoxidafiandas Auslése des Apoptose
vorgang verantwortlich sind®"

Unabhangig vorlen Mitochondrien kann das Signal zur Einleitung deogrammierten Zelltods

auch von den Lysosomen ausgehddies gilt insbesondere fir Photosensibilisatoretie
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aufgrundihrer schlechteren Membrangangigkeit Uber Endozytose aufgenommen wenden

sich in Folge dessenn den Lysosomen aeichern. Hierai zihlen unter anderem die
VerbindungenNpe6 und LuTex.lhre Photoaktivierungverursachtdie Zerstérung der lyso
somalenMembran undfuhrt zur Freisetzung der in diesem Kompartimenthaltenen Proteine

in das Zytosdf? Hierunter befinden sich zahlreiche Proteasen, wie die Cathepsine, die in der
Lage sindverschiedeneProcaspase zu spaltensowie das proapoptotische Protein Bidu
aktivieren®*®¥ |n seiner aktiven Form induziert Bid die Bildung porenart®genkturen in der
mitochondrialen Membran und verursacht dadurchinen Ausstrom von Cytochrom c
(Abbildungl3). Die anschlieRende @@ialkaskade ist identisch zu der den Mitochondrien
lokalisierte Photosensibilisatoren

Viele der hydrophoben Verbindgen, die in der PDT eingesetzt wergddarchqueren bei ihrer
Aufnahme in die Zelle die Plasmamembran und reichern sich dadurch zumindest kurzzeitig in
dieser an. Dies bedingt, dass auch dort Schaden und Veranderungen durch reaktive
Sauerstoffspeziegntstehen. Unter anderem konnte einéA\ktivierung der dort lokalisierten
Phospholipase C (PLC) festgestellt werdenbunden mit eine schnellenFreisetaingvon C&'-

lonen aus dem endoplasmatischen RetikuféthDa die Inhibierung der PLC sowohl die
Erhohung des Galevelsals auch den anschlieRenden Ubergang der Zellen in die Apoptose
verhinderte, ist davon auszugehen, dass auch dieser Weg eine Mdglichkeit deslBidrten
Zelltods darstellt. Des Weiteren wird eine direkte oder indirekte Aktivierung\poptose
induzierender Bzeptoren in der Plasmamembraliskutiert Die Familie der TNIRezeptoren ist
bekannt fir die Einleitung des extrinsischen Apoptosesignalwedisrch die Bindung
extrazellulaer Ligandenwie Fas oder TNF (Tumornekrosefaktor) und die anschlieRende-Akti
vierung der Procaspase Wie in mehrererStudien gezeigiverden konnte wird die Expression

und Sekretion eben dieser Liganden durch die PDT efffbituRerdemkénnte die direkte
Aktivierung derProaspase 8 durch den membranlokalisierten Photosensibilisator Rose Bengal
ein Hinwe$ darauf sein, dass auch eine direkte Aktivierung der Rezeptoren durch reaktive
Sauerstoffspezies moglich &,

Die Forschungsergebnisse der letzten zwei Jahrzdmaiten gzeigt, dases durch diePDTzu
zahlreiche strukturellen Veranderungerund Signalwegaktivierungen innerhalb der Zellen
kommtB18297%€Ipje entscheidende Aufgabe wird nun sdierauszufindenwelche davon einen
direkten Einfluss auf die Einleitung der Apoptose besitzen bzw. welche nur infolge der
verursachten Stresssituation entstehdrest steht dassdie Apoptosedie dominierende Form
desZelltods fur die meisten PDBbehandelten Zellen isDennochkanneine Erh6hung der Dosis

von Photosensibilisator und Licatich dasrerstarkteAuftreten nekrotischer Zellefordern.
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1.3.3.2 Vaskularer und immunstimulierender Effekt

Im Vergleich zu den meisten andereneaiotherapeutischen Ariszen der Krebstherapie, die
eine Immunsuppresionverursachen existieren fur die PDT zahlreiclye vitro und in vivo
Studien, die eine Stimulierung des Immunsystems demonstrieté!)! Eine solche Wkung

kann neben den direkten zytotoxischen Effekteinen groRen Einfluss auf ditlickbildungies
Tumorgewebes undeine dauerhafte Eliminierung habdbies zeigt unter anderem eine Studie
von CaNTlet al. bei der Mause, die einmal einer PDT unterzogendsuoy resistent gegen eine
zweite Infektion mit dem Tumor siff¥ Es wird vermutet, dassliese Eigenschafnit der
besonderen Art desstressinduziertenZelltods der PDTzusammenhangtbei der neben der
Apoptose auchekrotischeReaktionen ausgelost werdeBabeigelangn zahlreicheMolekiile,

die normalerweise in der Zelle eingeschlossen siimd,den exrazellularen Raumund
verursachendort eine Entziindungsreaktion, die die Zellen des angeborenen Immunsystems
aktiviert’®? Geférdert wird eine sathe Reaktiondurch die nachgewiesengesteigerte
AktivierungSy i T Ny Rdzy 3a F1 NRSNY RS NJ @eHandeteTglleHF Digse b C ¢ .
bewirken die Ausdtittung von Interleukinen und unterstiitzen dadurchdie Rekutierung
neutrophilerimmunzellen in das Tumorgewebidebeneiner solcherEliminierungbeschadigter
Tumorzellen durch das angeborene Immunsystem, existieren auch Hinweise auf die Aktivierung
der erworbenen Immuitét. In diesem Fall ist es dem Organismusgiiwh, die Tumorzellen als
nicht-kdrpereigen zu erkennen und zu beseitig@ies zeigent8dien, be denen die PDT zur
Reduzierungsekundére Tumore auRerhalb des behandelten Bereichs gefiihrt H4t! Eine
besondere Rollewird dabei den Hitzeschockproteine wie HSP70zugeschrieben deren
Expressiorin PDTbehandeltenZellen stark hochregelit ist."*® In ihrer Funktion als Chaperone
stabilsieren sie ungefaltete Proteinend machen diesedurch die Bindung an Gefahrsighal
Rezeptorenwie den Tolike Rezeptorder Erkennung durchendritische Zellen zugénglich®”

Erst eine solche Erkennungon Tumorspezifischa Antigenen, macht eine anschliel3ende
gezielte Immunantwort moglich.

Zusétzlich zu diesanirkung auf das Immunsystem zeigt die PDT auch einen Eirdluifsdie
GeféalRRe innerhalb des Tumors. Hierbei wurden fur die verschiedenen Photosensibilisatoren
unterschiedliche vaskulare Veranderungevie Vasokonstriktion, die Bildung von Thromben,
eine Unterbindung des Blutflusses oder eine undichte GefaRwhadbachtet™®® All diese
Verédnderungen filhren zun&chsti ziner Unterversorgung des Tumorgewebes mit Sauerstoff
und damit zu einer Verstarkung des therapeutischen Effekts. In der weiteren Folge fihrt der
Sauerstoffmangel allerdings zu einer gesteigerten Ausschittung angiogener FaltmarEGF

(vascular enddtelial growth factoy, die eine Neubildung von GefaRen in den Tumor
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einleiten™®® Damit wandelt sich die anfangs tumorschadigende Wirkung in einen Fftaktas
Wachstum des Tumors fordert. Dies ist der Grumdrum inzwischen einige Studien den

kombinierten Einsatz von Photosensibilisatoren und Angiogeneseinhibitoreersucher!'

1.4 Metalle in medizinischen und phototherapeutischen Anwendungen

Der Einsatz von Metallen in der Medizin feiert zunehmend Erfolge und bereichexstodieder
Organischen Chemie dominiertdedikanentenentwicklung mit neuartigen Wirkungsmeeha
nismen™Y Neben CisplatifiSchema), dem bislang erfolgreichsten metallhaltigen Wirkstoff
und einem der meistverkauften Krebsmedikamente der Weltinden Metallkomplexe
mittlerweile auch in zahlreichen raleren diagnostischen und therapeutischeBebieten
Anwendund*™ So z.Bin Form von Gdl))- und Mn(l)-Verbindungerals Kontrastmittel bei der
Magretresonanztomographie (MRT)der als Radiopharmakavie im Falle verschiedené"T¢

und **ReKomplexe Seit langem bekannt ist auch die antinaikielle Wirkung von Silber, das
Kliniken in Form von AgNQdGsungen oder Silbersulfadiazin zur Desinfektion von Wunden und
Verbrennungen eingesetzt wirth den meisten Fallerst dabeidie Wirkung desMedikaments

direkt an eine spezielle Eigenschaft oder Wechselwirkdeg Metalls mit seiner Umgebung

gekoppelt
H3N Cl
5 S A5 5
RN
HSN/,,, \\\\C| HZO H3N/,,/ + ‘\\\Cl G H3N G H3N\ /G
‘Pt ‘Pt + . . Pt
vd - 7 /
H3N Cl cl HsN \OH2 G G HaN \G
3 3 3

Schema2: Mechanismus der Reaktion von DNA mit Cisplatin.

Allerdings besitzen Metallkomplexe auch strukturell Unterschiede zu rein organischen
Verbindungen, die fur das Wirkstoffdesign genutzt werden konnén Vergleich zum
Kohlenstoff bieten sie aufgrund ihrer erweitertenKoordinationsgeometriedeutlich mehr
Anordnungsmaglichkeiten ihrer Liganden dmeidimensionalen RaunDieseEigenschafhutzen
MEGGERSt al. seit einigen Jahren zur Synthese inerter organometallisiliaiseinhibitoren
basierend autUbergangmetallen wie Ruthenium, Iridium und Rhodiuft***®! Die starre und
stereochemisch d&mplexe Struktur der Inhibitoren ermdglicht dabei eine deutlich bessere
Anpassung an biologische Gegebenheiten, wie dieBifiéketasche von Kinasen, verglichen mit
rein organischen MolekiilefAbbildungl4)™® Dadurch ist es méglicheine extrem hohe

Sekktivitdt innerhalb de mehr als 500 bekanntelaroteinkinaserzu erreichen.
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Abbildung14: Darstellung der verbesserten Nutzung des dreidimensionalen Raums in der ATP
Bindetasche einer Kinase durch einen organometallischen Komplex mit den theoretisgéeden A, B, C
und D (rechts) verglichen mit derain organischen Kinaseinhibitor Staurospdtinks).

Auch n der Photodynamischen Therapie werddie Eigenschaften volletallen genutzt, um
gezielt diePhotochemieund Photophysikder Wirkstoffe zubeeinflussenEines deHauptzele ist
dabei die Quantenausbeute fiir die Singulett Sauerstoff Generierung zu maximierese ist
normalerweise durch den Spirerbotenen Ubergang von, 8ach T begrenzt kann aber durch

die verstarkte SpiBahnKopplungeines schweren Atomsieoht werden™” Besondersdvietalle

der fiinftenund sechsten Periodeignen sich daheaufgrundihrer hohen Kernladungszatgut,

um die Wahrscheinlichkeitiner Spinumkehund die daran gekoppelte Singulett Sauerstoffrate
zu steigern Dies zeigtunter anderemder Vergleich verschiedenanetallzentrierter Bacterio-
chlorine In seinernatirlichen Form mit einem Mg**-Zentrum besitzt der Photosensibilisator
eine Tiplett-Quantenausbeute von 7 Durch den Austausch gegen &imkion steigtdie Rate
bereitsauf 85%an und firdasnochmal schwerere PalladiumBacteriochlorinwird eine Triplett-
Ausbeutevon iiber 99% erreicht**® Ahnliche Versuchevurden auchmit Phthalocyaninef"

und Texaphyrind® durchgefiihrt mit dem Ergebnis dass auch hier der Einsatz eines
geeigneten Metallzentrumdie intersystem crossingRate mal3gebich beeinflusstund die
Singulett Sauerstoffausbeuteerbessern kanrEinige der bereits bekannten Strukturen aus der
PDT werden daher zur Zeit auf ihre veranderten Eigenschaften durch ein Metallzentrum
untersucht und zum Teil jpréklinischen Phasen getestet!

Ein anderer therapeutischer Ansatz, der sich in der Entwicklung befindet, nutzt die-photo
dissoziativen Eigenschaften bestimmter Metallkomplexe. Dabei wekderdinative Bindungen
zwischen Metd und Ligand durch UVisStrahlunggespalten und kleine bioaktive Molekiile
wie NO, CO oder Neurotransmitteselektiv an die Umgebung abgegeB&fl. Der Vorteil
gegenuber rein organischen Verbindungen ist hier die geringere Anregungsenergie, die in Form
von Strahlung aufgeendet werden muss, um das bioaktive Molekll von seinem Tréger zu
befreien Mdégliche Anwendungsgebiefér sdche photodissoziativelKomplexefinden sich vor

allem in der Neurowissenschaft unuki der Untersuchung N@bhangigerkardiovaskularer
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SignalwegeBeispiet sind der Rutheniursbasierte Komplex [Ru(bpySABAPPR))*, der den
Neurotransmitter r-Aminobuttersaure nach Anregung mit sichtbarem Licht von 80
freisetzt'?! oder der NGabgebende EiseomplexNa[Fe(CNY b h 0,8.i H |

Des Weiteren existieren zahlreiche Metallkomplexe mit lichtinduzierten ABidaltenden
Eigenschaften, die sowohl fir wissenschaftlictids auch therapeutische Anwendungen
interessant sind.Seit einigen Jahremrbeiten Forscherdaran, die Zytotoxizitat von Platin
Verbindungen raumlich und zeitlich zu steuern, indem sie diese durch Bestrahlung aktivieren.
Dabeiwerden die Redoxeigenschaften des Metalls genuim ein zundchst inaktive Pt(IV)
Zentrum durchPhotoreduktion in den aktiven Pt(lI}YKomplex zuiberfiihren. Dieser Komplex
reagiert dann nach dem Vorbild von Cisplatmit dem DNAStrang und fuhrt zur
Querverknipfung benachbarteNukledbasen!***'*! Neben diesemAnsatz des photoaktivierten
crosslinking, gibt es weitere Mdéglichkeiteder DNAModifikation, die auf der Oxidation des
Doppelhelixstrangs beruherHierzu werden haufig Rutheniunund RhodiurAKomplexe mit
planaren, aromatischen Liganden,ewl,186Phenanthrolin(phen) oderDipyrido[3,2-a;2",3-c]-
phenazin (dppz), eingesetZt” Diese zeigen eine hohe Neigung zur Interkalation in den-DNA
Strang und erzielen ihre Wirkung durch eine lichtinduzieeidative Veranderung der
Nukleobasen oderdes Ribosezuckers, was h&ufig mit einem Strangbruch einhergeht. Der
oxidative Schaden entsht dabei in vielen Fallen nicht durch einen direkten Elektrenen
austausch zwischen dem Nukleotid und dem Metallkomplex, sondern Uber einen Zwischen
schritt bei dem'O, entsteht. Neuere Arbeiterauf diesem Gebiet beschéftigen sich dandiesen
Prozessdurch ein Bindungsmotivaumlich zu steuern undamit selektiveVeranderungen an
bestimmten DNAAbschnittervorzunehmer*®

Dies sind nur einige Beispiele fir Metallkomplexe, die bereits in klinischen Anwendung
eingesetztwerden oder sich in einem Entwicklungsprozessttin befinden.Die Eigenschaften
der Metalle die dabei genutzt werh, sind vielfaltig understrecken sich tbeihre besondere
Reaktivitat ihre strukturelle Komplexitat undlas Vorhandensein voRaramagnetismusind
Radioisotopen bis hin zu ihrer hohen Kernladung wush daran gekoppeltenEffekt von
schweren Atomen auf di SpinBahnKopplung Des Weiteren bieten ihreenergetisch leicht
zuganglichen Anregungszustanden im Bsch des sichtbaren Lichtseine Reihe von
photoinduzierten Dissoziations Substitutions und Redoxreaktionen fir phototherapeutische
AnwendungenEbensaunterschiedlichwie seineEigenschaftensind auch die Aufgabedie das
Metall dabeiinnerhalbeines Komplexesibernimmt S kann es eine funktionale Rolle spielen
und einen direkten Einfluss auf das biologische Ziel ausiiben oder nur als Sebktudienen,

der keine Interaktionen mit seiner Umgebung eingeht. Es kann als Trager fungieren und einen
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zunachst inaktiveWirkstoff an seinen Bestimmungsort transportieraum ihn dort als aktive
Verbindung frezu setzten oder als Katalysator die Entstieég zellschadigender Spezies fordern.
Das mdgliche Einsatzgebiet von Metallkomplexen in der MedizihBiologie ist grof3 und wird
vermutlich auch zukiinftig einen wachsenden Bereich innerhalb dieser Forschungszweige

einnehmen
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2 Aufgabenstellung

Krebs gehort achwie vor zu den haufigsten Todesursachen in degstlichenindustrienationen

und das obwohl es kaum eine Krankhegibt, fur die mehr Geld in die Enfschung und
Entwicklung von Medikamenten investiert wirDie optimistische Annahme der 70er Jahee
konnte mdglich seindiese Krankheit binnen weniger Jahre zu besiegen, hat ziokinem
langwierigen Kampf mit vielen Rigthlagen entwickelZu den gréRten Forthritten der letzten
Jahrzehntezahltdie Ehtwicklung der zielgerichteten Therapie, die sich erstmals gegen konkrete
in den Tumorzellen verandertéProteine richtet. Mit ihr war es mdglichdie Heilungsraten
einzeher Krebserkrankungen, wie der chronischen myeloischen Leukamie, deutlich zu erhéhen
und die starken Nebenwirkungen bisheriger Medikamesitezuddmmen.Trotzdemstellen die
Individualitat der Tumorerkrankungesowie die enorme Anpassungghigkeit der entateten
Zellen unddie dadurch entstehenden Resistenzemeiterhin groReHerausforderungeran die
Krebstherapiedar. Eine Behandlungsmethodalie diese Probleme umgeht, ist die Photo
dynamische Therapie. Da sie ihren toxischen Effekt durch die Generiezaktver Sauer
stoffspezies erzigltist sie unabhéngig von einem bestimmten Mutationsprofil der Zellen und
besitztdurch die Lichtaktivierung trotzdem eine hohe Selektivitit das TumorgeweheDiese
Eigenschaften verleihen der PDT ein deutlich bregéaMirkungspektum, als das der meisten
Inhibitoren der zielgerichteten Therapie und machen sie gleichzeitig selektiver als die
cytotoxischen Wirkstoffe der konventionellen Chemotherapiisatzlich steht die Photo
dynamische Therapie im Verdachine ervorbene Immunitéat des Korpers gegen die entarteten
Zellen zu erzeugen und somit eine laaghaltende Rickbildung des Tumorgewebes zu
unterstiitzen. Trotzdem besitzauch diese Behandlungsform ihBchwachstellen. So begrenzt
die Eindringtiefe der Strahlung das entartete Gewebe die Wirksamkeit bei gro3en Tumoren
und auch bereits gebildete Metastasen lassen sich nicht mit dieser Therapieform behandeln.
Eine Kombination aus zielgerichteter und photodynamischer Therapie verspricht daher eine
gegenseitige Erganng der Wirkungsmechanismen bei der Tumorbekampfumgl ein
geringeres Auftreten von Resistenzen.

Der Ansatz dieser Arbeit ist,eseue Verbindungen zu findedie beideWirkungsweisen, dider
zielgerichteten undlie der lichtaktivierten Therapigin sich vereinen. Dabei sollen niclzwei
bekannte Wirkstoffe miteinander gekoppelt werden, sondern beide Effekte durch eizegein
Struktur ausgeltst werden. Mdoglich ist dies durch die vielfiltigen Eigenschaften ergano
metallischer Komplexe, die sich sowohlrdin ihre anspruchsvolle dreidimensionale Struktur, als
auch durch ihre energetisch niedrigen Anregungszustédnde gut fir dieses Vorhaben eignen.

Bereits seit einigen Jahren nutz®fEGGERSt al. die starre und inerte Struktur Pyridocarbazol
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basierter Metallkomplexe fir die Herstellung selektiver Kinaseinhibitdberoei ibernimmt das
Metall lediglich eine koordinierende Wirkunmd ermdéglicht die Generierung stereochemisch
anspruchsvoller Strukturen, wie sie zum Ausfulggobulérer Proteintaschen notwendig sind.
Zusatzlich zu dieseEigenschaftkonnte wahrend meiner Masterarbeitine lichtaktivierte
zytotoxische Wirkung bestimmter Iridium-Komplexe festgestel werden und damit der
Grundstein fur eine duale Wirkung gelegt werden.

Das Ziel diser Arbeit ist, verschiedene Pyridocarbalzakierte Metallkomplexe auihre
lichtinduzierte Wirkung in Krebszellen zu untersuchen und die Hintergriinde des photozyto
toxischen Effekts zu erklarerdierzu gehért sowohl die Aufklarung der photochemischen
Aspekte der Lichtaktivierung, als auch die Untersuchung der zellularen Ereignisse infolge der
Bestrahlung. Dabei stehen besonders die Vorgange zur Einleitung des Zelltods im Vordergrund.
DesWeiteren ist es entscheidendlie StrukturAktivitdtsBeziehung deiKomplexe genauer zu
betrachten, um ausgehend von den essentiellen Strukturelemengsme Optimierung der
Verbindungen zu ermdglichen. Dies gilt speziell in Bezug auf die Stabilitdit und Anregungs
wellenlange der Komplexe. Zusatzlichl stie Kinaseinhibierende Eigenschaft der Komplexe
weiter untersucht werden, um die Mdglichkeiten einer dualen Funktionalitéat zu prifen. Neben
den bereits bekannterphotozytotoxischenlridium-Komplexen liegt der Fokus dieser Arbeit
dabei hauptsachlich auf Rheniddomplexen, die sich durch einen deutlich einfacheren

Syntheseweg auszeichnebpildunglb).

N\ /N C—
OCum/Re— N \ /

\
OC CO

Photozytotoxischer Photozytotoxischer
Iridium-Komplex Rhenium-Komplex

Abbildung15: Darstellung der in dieser Arbeit untersucht@hmotozytotoxischenMetallkomplexe Blau
hervorgehoben ist das aBharmakophorligand dienende Pyridocarbazol, das in seiner urspriinglichen
Bestimmung der Bindung im aktiven Zentrum von Proteinkinasen dient.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Metallkomplexe mit photozytotoxischen Eigenschaften

Wie zuvor erwahnt, bieten Metallkomplexe eine Reihe reaktiver, struktureller und photo
chemischer Eigenschaften, die sie von rein organischen Molekulen unterscheiden und zu interes
santen Verbindungen fur dd3esignbioaktiver Strukturen machenMEGGERSt al. nutzen seit
einigen Jahren dikomplexe,unflexible Struktur organometallischeKomplexefir die Synthese
selektiver Kinaseinhibitoremabei dientin vondem naturlichen, unspezifischen Kinaseinhibitor
Staurosporinabgeleitetes,speziell entwickelte®yridocarbaol mit einer Maleimidfunktiorals
Pharmakophorligandiir die Bindung iin aktiven Zentrum des EnzymgAbbildungl6)™® wie
auch das Staurosporiwverdrangt das Pyridocarbazdbs natirliche Substrat ATBnd geht an
seiner Stelleeinen Kontaktmit der Kinase eirDieseBindungist zunéchst ebenfalls unspezifisch,
wird jedoch dirch die dreidimensionale Anordnungveiterer Liganden unterstiitzt. Die auf
diesem Weg erzielte am Metallzentrum abgestimmte, zugeschnittenAnpassung d&
Komplexs an diestrukturellenGegebenheiten des aktiven Zentrums, ermdglicht letztendlich die
Entwicklung hoch selektivekompetitiverinhibitoren.Basierend aufliesem Konzept sind iden
letzten Jahren zahlreich@anomolare Inhibitoren fir unterschiedtie Proteinkinasen, wie Pim1,
GSK3, PAK1,VEGFRDAPK1 oder MLG#ntstandent™ %0

O
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HN\
. Pyridocarbazol-basierter
ATP Staurosporin

Metallkomplex

Abbildung16: Vergleich der Bindung von ATP, Staurosporin und einem Pyridocatizsietten
Metallkomplex im aktiven Zentrurgblau)einer Proteinkinase.

Bereits in der zu dieserbeit vorangegangenen Masterarbeit konnte gezeigt werdensdas
einige dieser Verbindungemeben ihren inhibierenden Eigenschaftesuch einen lichtindu
ziertenzytotoxischen Effekt auf kultivierte Krebszellen besitd@es ergabeVersucheanHelLa
Zellen, die mit verddedenen Rutheniumund IridiumKomplexen behandeltund anschliel3end
belichtetwurden @bbildungl?).
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Abbildungl7: a) Gemessene Zellviabilitdiin HelLaZellen nach der Behandlunmit verschiedena
Ruthenium und IridiumKomplexa im Dunkeln(grau) und nach einer iminttigen Belichtung mit einer
Xe/HgBogenlampe <»x330nm) (gelb). Die Komplexe wurderhlvor der Belichtung dem Kulturmedium
der Zellen in einer Konzentration vornut zugegeben. 24 nach der Zugabe wurde die Zellviabilitat durch
einen MTT-Test bestimmt. Die Balken refgentieren den Mittelwert aus 18 Datenpunkten, die in zwei
unabhangigen Versuchen ermittelt wurden. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweish@gmi
sche Strukturen der vier ermittelten photozytotoxischen Iriditmmplexe, fir die eine Zellviabilitat von
weniger als 506 nach der Belichtung festgestellt wurde.

Die Motivation zur Durchfihrung dieser Experimente liegt begriindet in der bekannten
Plrotoreaktivitat einiger Ubergangsmetallkomplexe, die durch das Vorhandensein energetisch
leicht zugénglicher Anregungszustéanelenoglicht wird. Diese gestatten es auch mit sichtbarem
Licht molekulare Veranderungewie LiganderDissoziationen undSubstituionen, auszulésen

oder durch Redoxreaktionen und katalytische Prozesse Einfluss auf das chemische dgémfeld
Verbindungzu nehmen. Damit besitzen Metallkomplexe einen Vorteil gegentber organischen
Molekdlen, die haufig lediglich innerhalb des ultraviolett8pektrums angeregt werden kdnnen

und sich daher nur bedingt fur den Einsatz in biologischen Systemen eignen. Die Auswirkungen
solcher lichtinduzierte Reaktionen auf zellulare Systeme werden in der chemischen Biologie

untersucht und haben nicht selten auch eine medizinische Relevanz gezeigt.
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Fur diein meiner Masterarbeit untersuchten Ruthenidrand IridiumKomplexe konnte eine
biologische Wirkung in dfge einer Belichtung flr vier der elf getesteten Verbindungen
nachgewiesen werdef® Die IridiumKomplexe AW0025, AW0101, AW0171 und AWO0234
fuhrten bei einer Konzentration von |IM und nach einer 18ninltigen Bestrahlung mit einer
Xe/Hg. 2 3Sy t | RBBOSmM) pu<einer stark eingeschrankte Viabilitat der behandelten
Krebsellen. Dies zeigen die niedrigen Werte der Uberlebensraten zwiscBemnd 36%. Im
Vergleichdazu schrankt die alleinige Belichtung der Zeldme den Einsatziees Komplexes
dzy i SNJ RSy 3S53S06 Sx¥3880nm,.DSuerA 15arafied\Bailitat der Zellen nur
geringfugig ein (7% 7).

In einer zweiten Versuchsreihe wurdém Rahmen dieser Doktorarbeiteitere Komplexeauf
einen photozytotoxischen Effekt tersucht Dieses Mal mitdem Schwerpunkt auRhodium
und Rheniumzentrierten VerbindungenDabei wurde fur derEinsatz defRheniumkKomplexes
SEKO30unter den beeits genannten Bdingungen eine Absenkung der Zellviabilité&uf unter

1 %festgestellt Abbildungl8). Der beobachtete Effekt ist dammioch deutlich ausgepragtr als
bei den Iridiumbasierten Verbindungerkir die getesteten Ruthenivmand RhodiurAKomplexe
konnte innerhalb dieser ersten beiden Versuchsreihen kein lichtinduzierter Einfldsdiewu

Wachstumsund Uberlebensrate der Zellen festgestellt werden.

a) 120 - m unbelichtet = belichtet b)

100 - I I
80 I {
60 "
N\ /
40 \
20 1 SEK030
0 A - T T T T 1

SEKO030 SEK137 SEK189 SEK203 SEK209

Zellviabilitat (%)

Abbildung18: a) Bestimmung der Zellviabilitdéton HelLaZellen durch einen MTATest24h nach der
Zugabe verschiedener RheniufSEK03Q pMm, SEK1890pum) und RhodiunKomplexe (SEK137pm,
SERO031 um, SEK2090uMm). Die belichteten Proben wurdenhlnach der Zugabe der Komplexe fir
15min mit einer Xe/Hg 2 3 Sy f bx¥30I8n) bestrahlt Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus
18 Datenpunkten, die in zwei unabhangigen Versuchen egthitturden. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichungb) Struktur des einzigen Komplexes mit einer lichtinduzierten Photozytotoxizitat.
Die Strukturen der anderen Komplexe befinden sich im Anhang dieser Arbeit.
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Ausgehend vordiesan ersten Nachweis @er lichtaktivierten Zytotoxizitatvurden die zwei
Komplexe mit dem grof3ten sichtbaren Effel®W0234 und SEKO3@jr weitere Analysen
ausgewahlt An zwei unterschiedlichen Zelllinien wurde hierzanéchstdie mittlere effektive
Konzentration (Ef) fur den beobachteten Effektbestimmt (Abbildungl9). Dieser Wert ist
definiert als diejenige Konzentratiphei der 50% der Zellen die gewlinschte Reaktion auf eine
bestimmte Behandlung zeigen. In diesem Balllieseine eingeschrankte Viabilitat in Foeines
reduzierten Wachstums odegines verstarkt auftretenden Zelltods. Fur die Versuche wurde
erneut die humane Zervixkainom Zelllinie HelLa ausgewahkBowie zusatzlich die
multiresistenten  KolonkarzinomzellenHT29. Beide Zelllinien wurden mit verschieaen
Konzetrationen der Komplexe von 0.a00um behandelt und anschlielend fir hlL mit
sichtbarem Licht bestrahlt Aufgrund der leicht unterschiedlichen Absorptionsmaxima der
Komplexeg dzZNRS FNNJ RA S + SND A Y R ogs58nm lgéwihit,omren8 Bey’ CA £ (0 S NG
RSY YAG {9Ynon 0SKI y R %b05mnyzunyiSnsdzkahDieSErgebnicsd € G SNJ Y A
zeigen relativ einheitliche B&Nerte fur den lichtinduzierten Effekt unabhangig von der
Verbindung oder der Zelllinie. In HeZallen besitzt die Verbitung AW0234 nach Belichtung
einen Eg-Wert von 0.2uM (£ 0.0), in HT29Zellen von 0.3M (£0.1). Fur den Komplex SEK030
wird eine mittlere effektive Konzentration in HeFallen von 0.1um (x0.0) erreicht, die in
HT29Zellenfast identischbei 0.1um (£0.1) liegt. Im Gegensatz dadiegen die E&-Werte der
unbelichtetenVerbindungerum einen Faktor 35 bis 10@er denWertender belichteten Der
Komplex AWO0234 zeigt in HeKallen die geringste Differenz zwischen Lichind
Dunkeltoxizitat, die hiebereits bei 7.Jum (£0.6) ihren mittleren effektiven Wert hat. In den
HT29Zellen ist der Wert leicht erhtht agh. 16 um. Fir den Komplex SEKO030 ist der durch die
Belichtung erreichte Effekt deutlich gré3er. Hier liegt degBrt im Dunkeln in deHelLa

Zellen auBerhalb des gemessenen Bereichs und ist somit gro3er gism,100den HT2Zellen
erreicht er einen Wert von etwa 8. Die Werte fur die Dunkeltoxizitat konnen lediglich als
Abschatzung gesehen werden, da die Verbindungen dazu néiggfonzentrationen Uber fim

im Zellkulturmedium auszufallen. Das ist auch der Grund, warum die sigmoidalen Kurven der
Dunkeltoxizitat in den HT2Rellennicht, wie zu erwarten bei einer Uberlebensrate von %
auslaufen, sondern knapp unterhallmn 50% stanieren. Die Ergebnisse zeigen, dass der
beobachtete lichtinduzierte zytotoxische Effekt in Bezug auf seine Konzentrationsabhangigkeit
und im Rahmen der Messgenauigkeit anndhernd identisch fur beide Komplexe und beide
Zelllinien ist. Dies ist erstaunlictia die eingesetzterHT29Zellendaflr bekannt sindresistent
gegeriiber einer Vielzahl bekannter Chemotherapeutika gein und somit haufig eine ver

minderte Realibn auf getestete Wirkstoffeeigen.
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Abbildung19: Gemessene EgEKurven der Verbindungen AW0234 und SEK030 in-HeldaHT29%Zellen.

Die Verbindungen wurden i vor dem Start der Belichtung in den angegebenen Konzentrationen dem
Medium derkultivierten Zellen beigéigt. Die anschlielBend&d-minitige Belichtung fand mit einer Xe/Hg

. 23Syt I YLISk480Y IY( F NWA i 2 9506 fluER03& behandelte Zellen.l2dach der
Zugabe der Verbindungen wurde die Viabilitdt der Zellen mittels-WBSt bestimmt. Dielargestellten
Datenpunkte sind Mittelwerte 18 einzeln gemessenallsaus zwei unabhangigeviersuchen. Die Fehler
balken geben die Standardabweichung an. Bei einer Uberlebensrate vém <idd die entsprechenden
EGo,-Werte angegeben.

Resistenzensind ein grof3es Problem in der Krebstherapieweshalb es auchni der
Pharmaindustrieheutzutage Ublichist, potentielle Wirkstoffe auf ihre Effektivitdgegeniber
multiresistenten Zellen zu testenEinedabei gemessengerminderte Toxizitdkannbereits ein
Ausschlusskriterium flr die weitere Untersuchudey Verbindung seinDie hier dargestellten
Ergebnisseleuten demnach darauf hjrdass die Belichtung der Komplexe AW0234 und SEK030
zu einer sehr direkten Einleitung des Zelltods fihrt, die nicht shitlelurch Anpassungen der
entarteten Zellen umgangen werden kann. Dies ist eine Eigenschaft, die auch fir die

Photosensibilisatoren aus der PDT bekannt ist.
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Neben der Untersuchung der Photozytotoxizitat an den bislang beschriebenen 2D
Kultursystemen, wure die Verbindung SEK030 auch in dreidimensionalerérSias/stemen
untersucht. Diese Versuche wurden &ifistar Institutein Philadelphia in der Arbeitsgruppe von
MEENHARBIERLYNON ADINAVULTURUND BATOOLSHANNANdurchgefihrt. Hierfir wurdendie, in

eine Kollagematrix eingebetteten, Sphiroide der Melanomzelllinien WM3918 und 1205init

1 um SEKO3®ehandelt. Eine Stunde nadugabe des Komplexes wurden die &plde fur 1h

mit einer LEBLampe bestrahlt und anschlieBend im Dunkeln inkubiert. lR4nach der
Stimulierung wurden die Zellen mit einem Hleszenzmarkerangefarbt und mikroskopisch
ausgewertet. Solche dreidimensionalen Zellkultursysteme reprasentieren die tatsachlichen
Gegebenheiten eines Tumors deutlich bessés die normale EinzellschichtkultAhnlich wie

in einemechten Gewebgkdnnen die Zellen hier Zellkontakte ausbilddie das Proliferations
verhalten einschrankergleichzeitig abedie Widerstandsfahigkeit der Zellen erh6hen und damit
ihr Uberlebenférdern. AuBerdem besitzen die Sgtvide, wie ein Tumoy einen hypoxischen
Kern in dem eine mangelhaft&auerstoffversorgung vorlieghus diesenGrinden werdenin

den letzten Jahren potentielle Wirkstoffe zunehmemethin 3D-Kultursystemen untersuchbDie
Ergebnisse der lichtaktivierteneBandlungmit SEKO30m Rahmen dieser Arbeiteigen ein
verstarktes Auftreten toter Zellen (roin Inneren der Spharoid@bbildung20). Eine komplette
Destruktion der Zellaggregate konnte unter dgegebenerVersuchsbedingungen nicht erreicht
werden. Trotzdem zeigt dieses Ergebnis, dadsis Komplex seinghotozytotoxische Wirkung
auch unterin vivenahen Bedingungen beibehédlbhne Belichtungst, genau wie in der 2D
Kultur, kein Einfluss auf die Viditat der Zellen festzustellen. Dies gedutseiner Kontrolle mit
20um SEKO30hervor. Die alleinige Belichtung der Sphéarqgidehne Zusatz eines Metall
komplexes flihrt zu einer gewiss@ Zerstérung der Zellenist aber in der Wirkung deutlich
geringer als eine kuobinierte Behandlung

Zusammengefassizeigen die durchgefiihrten Analysendieses Abschnittseine konstante
lichtinduzierte Zytotoxizitat der &implexe AW0234 und SEKO030 in verschiedenen Krebszelllinien.
Dabei konnte kein Unterschied in der Auspragung degkEf zwischen normalen und
multiresistenten Zellen festgestellwerden. DesWeiteren zeigt der &mplex SEKO030 auch in
dreidimensionalen Zellaggregaten einen zytotoxischen Effe&s$ eine gute Voraussetzung fur
eine bislang nicht untersuchtm vivo Wirkung ist Aufgrund des etwas starkeren photozyto
toxischen Effekts, wurden die weiteren Untersuchungen dieser Arbeit, zur zellularen Wirkungs

weise der Komplexe, hauptsachlich mit der Verbindung SEK030 durchgefihrt.
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Abbildung20: Nachweis einer phozytotoxischen Wirkung von SEKO030 in &plien der Melanom
zelllinien WM3918 und 1205LWDie in einer Kollagenmatrix eingebetteten @pdide wurden mit der
angegebenen Konzentration des Rhenuimkomplexes SE&ghdelt und nach b Inkubation fur Ih
mit einer LEELampe belichtet (Abstand 23cBn). 24h nach der Belichtung wurden die tberlebenden
Zellen griin und tote Zellen rot angefanmd unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewerdet@bjektiv)

3.2 Photochemischaind zellulareUrsachen des photozytotoxischen Effekts

Nach der Entdeckung der photozytotoxischen Wirkung eirggéestete Iridium- und Rhenium
Verbindungen bestand ein Schwerpunk dieser Arbeit in der Aufklarung pdestochemischen
und zellularerUrsachen dieses Effekis. enem ersten Schrittvurde hierfurder zeitliche Ablauf
vom Beginnder Belichtung bis zum eintreten des Zelltogsnaueruntersucht Eine solche
Echtzeitbérachtung der Zellviabilitat ermdglicht das fiir diesen Zweck entwickg{@&LLigence
System.Esmisst, Uber speziell in den Boden der Kulturplatte eingearbeitete Elektroden
Kontaktder Zellenzu ihrem UntergrundDa dieser normalerweise erst mit dem Eintreten des
Zelltods verloren gehtist diese GroResin verlassliche Indikator fur die Viabilitat kitivierter
Zellen FiUr den Versuch wurden HeEellen mit 3um der Verbindung SEK030 behandeitd
anschliel3end fur b im Dunkeln inkubiert. Danach wurde ein Teil der Zellen fiirniit einer
LEBLampe belichtet.Das Ergebnis zeigtinen sehr schnellen Verlust der Zelladh&sion, der
bereits wenige Minuten nach dem Start der Belichtung beginnt und innerhalb einer halben
Stunde abgeschlossen igbbildung21). Ein Vergleich mit anderen Arbeiten ergibt, dass viele
der bekannten Wirkstife aus der konventionellen Chemotherapie eine deutlich langere

Reaktionszeit besitzen.
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Abbildung21: Bestimmung der Zellviabilitdt in Echtzeit mit Hilfe de&2ELLigenc8ystems. HelZellen
wurden in spezielle®6-well Mikrotiterplatten (EPlate§ ausgeséat und fur 24 inkubiert. Zum Zeitpunkt
null wurdendie Zellen mit 3iM des Komplexes SEKOB@w. einer DMS&ontrolle behandelt und Th
spater mit einelLEBLampe belichtet. Die dargestellten Daten zeigen den Kurvenverlaw#)@esten 24h
bzw. b) ersten 3h nach der Probenzugabéder gemessene Zellindex wurde vor Beginn der Daten
aufzeichnung normiert und die Werte von je zwei unabhangigelsgemittelt.

In einer Studie Uber den kombinierten Einsatz von Cisplatin und Brusatol zeigt eingallei
Behandlung mit 1™ Cisplatin erst nach etwa 10 eine Abnahme in der Zelladhasibif!
Ahnliche Ergebnisssind auch fiirdie Wirkstoffe Paclitaxel und Actinomydnbekannt, deren
Einfluss auf die Echtzeitzellviabilitat in einer Studie M@amiet al. gemessen wurde. Bei beiden

Medikamenten dauee der Vorgang bis zurkompletten Verlust der Zelladhasiaiber 60h.*?
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Die hier dargestellten Ergebnisse deuten demnach auf @iuféergewohnlictschnelle Einleitung
des Zelltods hin, die vermutlich auf emesehr direkten Weg stattfindet und keindangen
Signalkaskaden odeeenepressioen bedarf Vergleichlare Ergebnisse konnten auch fir die
hier nicht graphisch dargestellten gemessenteillinienHT29 und HepG2 gezeigt werden. Das
beweist, dass der beobhatete Effekt nicht spezifisch fir HeZallen ist.Bei Anderung der
Konzentrationkonnte eine zeitliche Verschiebung de#\blésens der Zellemm bis zueiner
Stundebei, niedrigeren Dosen des Komplexésstgestellt werden Ab einer Konzentration von
30nm oder weniger ist keirkinfluss auf die Adhasiater Zellenmehr messbar Im Vergleich
dazu ist ohne den zuséatzlichen Einsatz einer Belichtfurgt ab einer Konzentration von 1
ein Kontaktverlustzu beobachtenderin diesem Fall etwa B nach deiKanplexaigabeeinsetzt
Die graphische Darstellung dieser Ergebnisse befindet sich im Anhang.

Ausgehend von diesen ersten Erkenntnissearde n einem weiteren Schritt die Morphologie
der Zellen nach der kombinierten Behandlung mit SEKO30 und Licht urterklierfir wurden
auf einem Objekttrager kultivierte HelZellen zundchst mit iM der Verbindung SEKO030
behandelt und anschlieend fir B3in mit einer LEampe belichtet. Durch eine Farbung mit
den FluoreszenzfarbstoffeVheat Germ Agglutinin-Tetramettylrhodamire (WGATMR und
4’,6-Diamidin2-phenylindol (DAPI) wurden die Plasmamembrand der Zellkern sichtbar
gemacht In den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahnmigendie Zellennach der alleinigen
Behandlung mit SEKO3@hbildung22a) sowie nach einer Belichtung in Abwesenheit des
Komplexes Abbildung22b) ihre gewohnt triangelformige Gestalt mit einer glatten Membran
und enhem klar abgegrenzten ZellkerBO min nach der kombinierten Behandlung mit SEK030
und Licht Abbildung22c) hat ein Goliteil jedoch eine runde Form angenommerwas den
schnellen Kontaktverlust der Zellen zum Untergrund aus>d@BLLigenddessungen bestatigt.

Zusatzlich sind in dévlembran zahlreiche kleine blasenartige Struktuzensehen

Abbildung22: Uberlagerte Rloreszenz und Phasenkontrastaufnahmevon HelL&Zellena) 1 h nach der
Behandlung mit uim SEKO30b) 1 h nach einer 18ninitigen Belichtung in Abwesenheit von SEKO030,
c) 30min nach einer 18nindtigen Belichtung in Anwesenheit vonut SEK030d) 2h nach einer
15-minitigen Belichtung in Anwesenheit von ps SEK030. M Anschluss an die einstiindige
Inkubationszeit des Komplexes bzw. die Belichtungsphaseden die Zellen mit dem Plasmamembran
lokalisierten Farbstoff WGAMR (rot) und dem Kerdokadlisierten Farbstoff DAPI (blau) angefarbt. Die
Aufnahmen wurden mit einem &30bjektiv aufgenommen.
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Der Zellkern ist zwar noch klar abgegrenzt, fullt aber in den geschrumpften Zellen fast das
gesamte Zytoplasma aud/eitere 90min spater Abbildung22d) ha sich die Anzahl der Blasen

in der Membran reduziertdie restlichenVerbliebenenbesitzenjetzt allerdingsein deutlich
gréReres Volumenin vereinzelten Fallen kann in diesem Stadium bereits eine Kompartimen
tierung des Chromatintestgestelltwerden.Diese Beobachtungen passen sehr gut zu denen, die
bereits 1979 vonMoOAN et al. bei der Untersuchung der photodynamischen Wirkung des
Hamatoporphyrins gemacht wurden. Auch hier wurde das Auftreten von Blasen in der
Plasmamembran nur wenige Minuten nach defiéhtung beschriebef** Neuere Studien von
LANE et al. beschreiben dieses Verhalten als einen normakestandteil der Apoptose
adharenter Zelle®®! Laut ihrer Arbeiten steht die Blasenbildungdabei in einemdirekten
Zusammenhangzum Abldsen der Zellen von ihrem Untergrundwelches kurz nach dr
Aktivierung der Caspasdreginnt Als Ausldser dieser morphologischen Verénderung wird die

361371 Dieser auch als Zeiose

stressaktivierte Umorganisation degytoskeletts vermute
bezeichnete Prozess dauert fir etwa-80min an. Im Anschluss daran beschreideneet al.

eine zweite Phase der Blasenbildyumgi der sich wenigerdafir aber gréRereund weniger
dynamische Blasen bildéli® Diese Strukturen kénnen als Vorlaufer der spatespoptotischen
Korper gesehen werden, die das Endprodukt des programmierten Zelltods darstellen.

In Anbetracht dieser Studiedeuten auch die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen auf
das Ausldsen einepoptotischen Zelltoglhin. Die Schnelligkeimit der diese Prozessach der
Belichtung auftitt, vernweist dabei zusatzlich auf ein@hotodynamische Wkung wie sieauch

fur Hamatoporphyrin und zahlreiche weitere Photosensibilisatolmkannt ist Um diese
Hypothese zu Uberprifenuntersuchte KATHRINWAHLERIN ihrer Doktaarbeit die Komplexe
AWO0234 und SEKO030 auf ihre Fahigkeit zur lichtinduzierten Singulett Sauerstoff Prodsiktion.
verwendete dabei eindeicht abgewandelteMethode von Kw! [ whd B. MoHsSN*® zum
Nachweis von'O, in wéssrigen LésungerHierbei reagiet der kurzlebige'O, zunachst mit
Imidazolzu einem Endoperoxidyelches anschlieBend als Oxidationsmittel dddeichung des
redoxsensitivenFarbstoffspara-Nitrosodimethylanilin (RNOJjerursacht Aus der Differenz der
gemessenen Absorptionswerte des RNOs #40nm, vor und nach der Belichtung der
Komplexe kdnnen dann Rickschliisse auf eine vorhandene oder nicht vorhandene Singulett
Sauerstoff Produktion gezogen werdebie in Abbildung23 dargestditen Ergebnisse zeigen
dass sowohl AW0234 als auch SEK@3@r Einfluss von sichtbarem Licht Singulett Sauerstoff
generieren™® Der nachste Schritt dieser Arbeit beschaftigte sich daher mit der Untersuchung,
ob diese nachgewiesene PRiaktion von 'O, auch ursachlich fir den beobachteten ligcht

induzierten zytotoxischen Effekt der Komplexe ist.
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Abbildung23: Nachweisder Entstehung von Singulett Sauerstoff infolge der Belichtung der Metall
komplexe AW0234 und SEKOB®ide Verbindungemurdenin einer Konzentration voBO M in einem

1:1 Gemisch aus PBS und DM&8@Bammen mit 5@m paraNitrosodimehylanilin (RNO) und 8w
Imidazol gel6stDie Absorption des redsensitivenFarbstoffsSRNO wurde sowohl vor als auch nach einer
30-miniitigen Belichtung mit eineXe/Hg. 2 3 Sy t H%05&n) gemessen und die negative Differenz
beider Werte als relativéO,-Produktion angegeben. Die gezeigten Balken zeigen die Mittelwerte a
sechs einzelnen Datenpunkten, die Fehlerbalken gebeBt@diedardabweichung an.

Da aufgrund der lipophilen Eigenschaft d&omplexe eine Lokalisation innerhalb der
Zellmembian wabhrscheinlich istwurde hierzu zundchst Uberprift welchen Einfluss die
zusatzliche Gabe desbenfalls lipophilemAntioxidans® -Tocoplerol auf die Viabilitat der Zellen
besitzt Diesg auch als Vitamin E bekannterbindung lagert sich in den Membranen der Zelle
an und verhindert dort oxidative Schaden durch Lipidperoxidati8hEir den Versuch wurden
die Zellen24h vor der Belichtung in Anwesenheit verschiedener Konzentratiomen
h-Tocopherolausplattiert. Eine Stunde vor der Belichtung wurde dem Kulturmedium dann
zusatzlich Jum der Verbindung SEK030 oder AW0234 zugegeban Kontrollergebnisse ohne
h-Tocopherol zeigerine Zellviabilitat von 3.80 (¥3.8) nach einer 3@minitigen Belichtungnit
<x505nm fur die mit SER30 behandelten ZellerfAbbildung24). Bei einergleichzeitigen
Anwesenheit von 5Qm h -Tocopherol erhéht sich die Uberlebensrate auf 2&.2+14.5) und bei
200uM liegt sie bereits bei 67.% (¥15.7) Wird die Konzentration ein weiteres Mal auf 400
verdoppelt so erhoht sich die Zellviabilitét numoch geringfugig auf 75% (5.5). Eine
Konzentration von 1Qm des Antioxidans ist nicht ausreichgnaim die Uberlebensrate der
Zellen maRgeblich zu steigern. Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir den Komplex AW0234
erzielt werden. Dieser wurde aufgrurgkines niedrigeren Absorptionsmaximums mit einem

[ A OK G & LIS 1 HADNHRY ang@eof. InsAnwesenheit von 200 h-Tocopherolerhohte sich

die Zellviabilitat hier von 10% (35.8) auf 71.66 (£12.8). Die Ergebnisse zeigen damit eine
deutliche Reduktiordes beobachteten lichtinduzierten zytotoxischen Effekts durch die Gabe von

h-Tocopherol.
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Abbildung24: Inhibierung des lichtinduzierten zytotoxischen Effekts der Komplexe SEK030 und AW0234

durch den natiirlicheiO,-C N y* 3-BoddpHerol. Das Antioxidaneurde bereits 2z vor der Belichtung

dem Kulturmedium der HekZellen zugegeben. 1 vor der Belichtung wurden die Zellen miut der

Verbindungen SEK030 oder AW0234 behandelt. Die anschlieRenchinBfige Belichtung erfolgte mit

einer Xe/HgBogenlampeY A (ix508Y Y FTNNJ RAS {9Ynon o0SKSwhRiBWaSy ©»SttS
AWO0234 behandelten. Die Zellviabilitat wurde I2hach der Zugabe der Komplexe mittels MEBt

bestimmt. Die gezeigten Balken geben défittelwert aus 18 Datenpnkten gemessen in zwe

unabhangigen Versuchen an. Die Fehlerbalken zeigen die entsprechende Standardabweichung.

Als Membradt 2 1 | f A & A S NIi S &Tocbpfiaioh dafrAb8BnyitB000Mmal Schneller mit
Peroxylradikalen der Membran zu reagieren die benachbartém mehrfach ungesattigte
Fettsaurer?*? Dadurch unterbricht es die extrem zelchadigende Reaktionskette der
Lipidperoxidation Als Ausldser dieser Kettenreakticsind zum einen freie Radikasewie auch
Singulett Sauerstoff bekannt. Erstere verursacheirch die Abstraktion eines Wasser
stoffatoms aus der Kohlestoffkette der Lipide die Generierung eineslkylradikas. Bei der
anschlieRendn Reaktion mit @ entsteht dann das bereits erwahnt®eroxyradikal® Im
Gegensatz dazu reagie8ingulett Sauerstofflirekt mit den Fettsdurketten der Lipice und
erzeugt auf diesem Weg die reaktigpeziesEinmal entstandene Peroxylradikale abstrahieren
weitere Wasserstoffatome aus benachbarten ungesattigten Fettsaured setzen damit die
zellschadigende Kettenreaktion der Lipidperoxidafiort. " -Tocopheol beendet diese Reaktion
durch die Ubertragung eines Wasserstoffatoms, wodurch es selbst zum Radikal und das
Peroxylradikal zum Hydroperoxid wifé® Aufgrund seiner Mesomeriestabilisierung ist das
h-Tocopherolradikal deutlich weniger reaktiv als das Peroxylradikal und kann durch die weitere
Reaktion mit VitamiilC regeneriert werdef™ 5 A S CS & i & i STofopagral sdie Rl aa b
Photozytotoxizitdt von AW0234 und SEKO030 vermindegt die Vermutung nahe, dass auch
hier eine Membranschéadigung durch Lipidperoxidation zugrunde liegt. Ob diese durclOgen

selbstoder durch sekundar entstaene reaktiveSpeziesausgelost wirdlasst sich dabei nicht
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beantworten. Allerdingsist damit der indirekte Beweis erbracht dass die lichtinduzierte
Generierung voriO, durch die Komplexe AW0234 und SEK@80Ausldserder beabachteten
Photozytotoxizitatst.

Fur einen direkten Nachweis wurdas Vorhandensein reaktiver Sauerstoffspezies in den Zellen
nach der photoaktivierten Behandluridberpriift. Hierzu wurden die Zellen vor der Zugabe des
Komplexes SEKO30 mit dem Nachweisreagens 5-(und6)-Carboxy2",7"-difluorodihydro
fluoreseindiacetat (CarboxyH,DFFDAYehandelt. Diese Verbindung wandelt sich nach ihrer
Aktivierung durch zellulare Esterasen und der Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies in den
Fluoregenzstoff CarboxyDH- um, dessen Emission bei 58/ nachgewiesen werden kann.
Zwar istCarboxyH,DFFDA kein direktes Nachwemgens firo,, aber es zeigt die Anwesenheit

von Peroxiden und Peroxylradikalen an, welchedrrsReaktionerdes Singulett Sauerstofisit

seiner Umgebun@ervorgehen Die Ergebnisse iAbbildung25 zeigen, dass weder die alleinige

. Sa0NY Kt dzy X50¥nniiir 45kid) Kach diekombinierte Behandlung mit Licht und

1 pm SEKO030 zu einer messbafR@®SProduktion fuhren. Erst bei ein&onzentration von 3Qm

lasst sich eine Steigerung in der Belastung der Zaligioxidativem Stresaum den Faktor vier
nachweisenDieses Ergebnis derspricht den Erwartungen,adauch die Behandlungiit 1 pm
SEKO030 die Zellviabilitat auf annaherrbeduziert undihr daherein massiveoxidativer Stress

in den Zellenzugrunde liegensollte. Als Vergleich wde eine Kontrolle mit dem stken
Oxidationsmittel tert-Butylhydroperoxid (TBHP)durchgeflihrt. Diesesverursacht bei einer
Konzentration von 20QM eine vergleichbare Toxizitémit einer Uberlebensrateron 9.2% in
HeLaZellen, allerdings ist hier eideutliche Anstieg in der RGBelastungmessbar Eine
Erklarung fur dieses Ergebnis kdnnte sein, dassldieh SEK030 induzierte photodynamische
Wirkung auf eine bestimmte lokale Position in der Zelle beschréankt ist, an der sie gezielt einen
Schaden verursacht, der zum Zelltod fuihrt. Die Konsequenz aus dieser Annahme ware, dass eine
deutlich geringere Konzergtion reaktiver Speziemotwendig ist um die Viabilitat der Zellen
einzuschranken, als das fur den grof3flachig angreifendenAR@sizenten TBHP der Fall ist.
Wie bereits die Eperimente mit dem PeroxyradikalfangefTocopherol gezeigt haben, scheinen

die Komplexe eine Neigung zur Lokalisation in der Zellmembran zu bedtinengezielt dort
verursachte oxidative Schadigung wére daher unzuganfglickinen hydrophilen Nachweisstoff

wie CarboxyH,DFFDADer gemessene oxidative Stress bei einer Konzeatraton 30um
SEKO030 zeigt, dass die Verbindung in Kombination mit Licht grundsatzlich dazu in der, Lage ist
ROS in den Zellen zu erzeugés. ist daher mdglich, dass die Nachweisgrenze der reaktiven
Spezies erst bei dieser Konzentration des Komplexegchtreird, obwohl der Zelltod auch bei

deutlich geringeren Werten eintritt.
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Abbildung25: Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies in HEelen nach einer lichtaktivierten Behandlung
mit SEK030Vor der Behandlung mit dem Komplex wurden die Zellen fiimdit dem Nachweisreagens
CarboxyH,DFFDA inkubiert und danach der gewohnten Phototherapie mit SEKO30 und einer Xe/Hg
. 23Syt K638, Betichtungsdauer 4%in) unterzogen. Direkt im Anschluss an die Belichtung
wurde das Fluoreszengsial des entstandenerCarboxyDH- gemessenAls Positivkontrolle wurde
zusatzlich die Reaktion der Zellen auf 280tert-Butylhydroperoxid gemessemie Balken geben den
Mittelwert aus drei unabhangigen Messungen an, die Fehlerbalken zeigen die Standeittaing.

Unabhéngig von deBigulett Sauerstoff Generierung durch AW0234 komEeXANDEW/ILBUERN

seiner Doktorarbeit zeigemlass der Selenocyanhigand der Verbindung photolytisch dissoziiert
und gegen einen verfiigbaren Liganden wie Chlorid austalfé8 Inwiefern diese Eigenschaft

des Komplexes ebenfalls an der Photozytotoxizitat der Verbindung beteiligt ist, kioisnzem
jetzigen Zeitpunkhicht geklart werdenEine Messung der Zellvidtik nach der Gabe vonrim
Kaliumselenocyanat ergab keine Toxizitat fur den frei gewordenen Liganden. Als mogliche
Option bleibt daher nur ein toxischer Effekt durch das verbliebene Iriddation oder ein aus
einer Sekundarreaktion hervorgegangenBotgorodukt. Allerdings existiert momentan kein
konkreter Anhaltspunkt fir mogliche Angriffsziele diegetentiell toxischen Speziesder deren
Einfluss auf die Zellviabilitat.

Auch fur den Komplex SEKO®@rde zu Beginn der Untersuchungen ein photodisso&ati
Prozess von einem der €@anden nicht ausgeschlossen. Wie sich herausstelitel aber
lediglich der Pyridinligand untelAnwesenheit eines geeigneten Austauschpartnevge
4-(Dimethylaminopyridin (DMAP) aus seiner Bindung verdrandt¥ Dieser Praess ist unter
Lichteinfluss doppelt so schnell wie im Dunkelexperim@ifierdings konnte auch in diesem Fall
kein toxischer Effekt des freien Liganden beobachtet werden. Die Photoinstabilitdt der Komplexe
AWO0234 und SEKO030 ist ein Problem, nicht nudi@reindeutige Zuordnung des zytotoxischen

Effekts. Auch in Bezug auf einen mdglicliervivo Einsatz macht eine solche Eigenschaft den
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Wirkstoff unberechenbarAn einem spéateren Teil dieser Arbeit daher erneut auf das Thema
Stabilitat eingegangen.

Klar ausgeschlossen werden konn&en Einfluss der Kinagehibierenden Eigenschaft der
Komplexe AW0234 und SEK030 auf den photozytotoxischen HEifektzeigen bereits Versuche
aus meiner Masterarbeit, bei denen eine Variante des Komplexes AW0234 mit eine
Methylschutzgruppe am Maleimid untersucht wurde. Diese Schutzgruppe verhindert die
Bindung des Komplexes in der Aktiventasche der Kinase, nicht aber seine photozytotoxische
Aktivitat**® Daraus kan geschlossen werden, dass die Kinaseinhibition und der lichtinduzierte
Effekt auf zwei unabhangigen Eigenschaften der Verbindung beruhen. Der gleiche Nachweis
wurde auch fur den Komplex SEK030 im Zuge dieser Doktorarbeit durchgdéfigine
Abbildung43).

Zusammengefasst haben die Ergebnisse dieses Abschnitts gezeigtdielabshtinduzierte
Zytotoxizitat der Komplexe AWO0234 und SEKO30 auf eine photodynamische Wirkung
zuruckzufuhren ist, wie sie auch fur die Photosensibilisatoren der PDT bekannt sshabin

die gemessene lichtabhangighO,-Produktion sowie die Aufhebung der Toxizitat durch
h-Tocopherol ergeberlntermauert werden dies®esultate durchdie xCELLigenddessungn

sowie dieFluoreszenzmikroskopid®ie dort beobachteteschnelle Raktion der Zellen auf die
Behandlungstimmt in vielen Punkten mit der beschriebenen apoptotischen Reaktion von Zellen
in der PDT ubereirDesWeiteren geben die Ergebnisse erste Hinweiséeine Lokalisation der
Komplexe in der Zell®ie Tatsache, dass derder Membran der Zellen sitzende Radikatier
h-Tocopherol die toxische Wirkung der Komplaeutlich verringert wahrend ein Nachweis
reaktiver Sauerstoffspezies im Zytosol bei gleicher Komplexkonzentrationen nicht mdglich ist,

deutet auf einelokalisation in oder an der Membrahin.

3.3 Untersuchung des Zelltods infolge der photodynamischen Behandlung mit
SEKO030

Die in den letzten beiden Abschnitten dargestellten Ergebnisse haben gezeigt, dass die

photodynamische Beindlung mit dem Komplex SEKO30 zu einem \est der Viabilitat

verschiedeneiKrebselllinien fihrt. De zellularen Mechanismen, die hizi an der Einleitung

des Zelltods beteiligt sind, waren ebenfalls Bestandteil der Untersuchungen dieser Arbeit.

In der Biologie wird zwischen zwei Formen dedtafid unterschieden. Bei de¥ekrose, die

hauptsachlicmachinfektionen oder Verletzungen auftritt, wird die Membran der Zellen zerstoért

und das Zytoplasma kann unkontrolliert austreten. Dies hat zur Folge, dass normalerweise in der

Zelle eingeschlossenilolekiile, wie DNA oder Stressprotejn@ den extrazellularen Raum

gelangerund dort eine Entzindungsreaktion verursachen. Im Gegensatz dazu luft die Apoptose
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(programmierter Zelltodkontrolliert und erst mch der Aktivierung extraoder intrazellulare
Signale abDas Endprodukt dieses Prozesses sind die so genaapdgnotischenkorper, die als
membranumschlossene Vesikel den abgebauten Zellinhalt in sich tragen und von- phago
zytierenden Zellen des Immunsysterabgebautwerden. Da infolge einemphotodynamischen
Behandlung sowohl das Auftreten des nekrotischen als auch des apoptotischen Zelltods bekannt
ist® wurden SEK030 behandeltet HeFallen aufverschiedene Charakteristikder Apoptose

untersucht.

DNAFragmentierung

Einedieser spezifischen Eigenschaften der Apopisséie Fragmentierung der nukledren DNA.
Hierzu wurdediesemit dem Fluorezenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) angefathtd ihr Gehalt in
denisolierten Zellkernen mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimimt.Anschlussvurde der
gemessene DN&ehalt den einzelnen Phasen des Zellzyklus zugeordpeiptotische Zellen
konnen daran erkannt werden dass ihr DNA&ehalt unterhalb des normalen diploiden
Chromosomensatzes liegtadie durch DNaseentstandenen DNAragmenteaus dem Nukleus
hinausdiffundieren Zelkerne mit dieser Eigenschafturden in der suG1 Phase zusammen
gefasstDie Ergebnisse iAbbildung26 zeigenkeine signifikante Veranderung in der Aufspaltung
der Zellzyklusphasen zwischen unbelichteten 128.G2/M; 8.44 S; 58.06 G1; 5.86 subG1)
und belichteten Kontrollzellen (22% G2/M; 8.86 S; 57.% G1; 6.360subG1).

100
, l . 1
é 60 ~ mG2M
N mS
X 40 — Gl
sub-G1
20 —
0
unbelichtet | belichtet ‘unbelichtet‘ belichtet ‘
Kontrolle 24 h nach Behandlung mit
SEK030

Abbildung26: Zellzyklusanalysghotodynamisch behandeltadelLaZellen 22h nachder Zugabe voi pm
SEKO030ind der Belichtung mit einer Xe/Hg2 3 Sy t bx%0518n, Bekchtungszeit i). Die DNA wurde
mittels einer PLOsung angefarbt und ihGehalt im Nukleus mit Hilfe der Durchflusszytometrie
bestimmten Zellzyklusstadien zugeordnet. Die dargestellten Ergebnisse sind gemittelte Werte vier
einzelner Datepunkte ats zwei unabhéngigen Messungen.
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Erst nach der zusatzlichen Behandlung mivISEKO30 ergibt sich ein klarer Anstieg in der sub

G1 Phase bei den belichteten Zellen nacthZdinbelichtet: 19.86 G2/M; 8.3% S; 59.% G1;

8.1% subG1l; belichtet: 4.86 G2/M; 7.9 S; 22.86 G1; 57.%6 subGl). Dieser drastische
Anstieg in der DNA&ragmentierung ist ein Hinweis fir d&Stattfinden eines apoptotischen
Zelltods. Allerdings ist er kein absolutes Ausschlusskriterium fur die Nekrose, da auch hier zu
einem gewissen Gralypodiploide Zellkerne auftreten kénnéi® Aus diesem Grund wurde in
weiteren Versuchen die Aktivitdt verschiedener Caspasen nhach der photodynamischen

Behandlung gmessen.

Nachweis aktiver Caspasen

Aktive Caspasersind ein fester Bestandteil apoptotischer Zellen undaf3geblich an der
Einleitung und Umsetzung des zellularen Abbaus betelhige. Funktion besteht darjrdiverse
Proteine der Zelle zgpalten und aufdiesem Weg zu zerstoren oder auch zu aktiviereie im

Fall der Caspasaktivierten DNase (CABJ® Der Nachwis aktiver Caspaseist daher ein
eindeutiger Beweidlr das Auftretender Apoptose Bereits in meiner Masterarbeit wurdgne
Verdopplung der Aktivitat der Caspasen 3 und 7 in Hellien nach einer lichtaktivierten
Behandlung mit AW0234 festgestélft!! Der gleiche Nachweis mit der Verbindung SEK030 ergab
einen Aktivitdtsanstieg um den Faktor 5.7 im Vergleich zu unbelichteten oder komplett
unbehandelten ZellefAbbildung27).

3000 1 m nbelichtet

2500 - belichtet
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Abbildung27: Nachweis der Aktivitat deraSpaser8 und 7 mit dem Ap@NEHomogeneous CaspaSér
Assay (Promega). Die mijufa SEK030 behandelten HeEZellen wurden fir h im Dunkeln inkubiert und
anschlieBend fiir 3tin mit einer Xe/Hg 2 3 Sy f I XBQFBm) befichtet. 5h nach der Belichtung
wurde das Nachweisreagens@EVER110 zugegeben. Als Positivkontrolle wurddée Zellen fir % mit
1um des Apoptosenduzierenden Kinaseinhibitors Staurospoiitkubiert. Die dargestellten Ergebnisse
sind Mittelwerte aus vier unabhéngigen Experimenten. Bablerbalken gben die Standardabweichung
an.

&
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Damit ist bewiesen, dass der Verlust der Viabilitdt durch die lichtaktivierte Behandlung mit den
Komplexen AW0234 und SEKO030 in H&tleen, zumindest zu einem gewissen Teil, auf eine
Einleitung des apoptotisem Zelltods zurtickzufiihren ist. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
der gemessenen Fragmentierg der DNAsowie den morphologischen Veré&nderungen der
Zellen, die im letzten Kapitel beschrieben wurd&rotzdem kann nicht ausgeschlossen werden,
dass verdderte Bedingungen, wie hohere Konzentrationen oder Lichtdosen, zu einem
verstarkten Auftreten von Nekrose fiihren. D¥¢geiteren lasst sich keine Aussage dariber
machen, inwiefern nekrotische Zellen zusatzlichfeatgestelltenApoptose auftreten.

Die naclgewiesenenCaspase 3 und 7 sind Effekte€Caspasen, die direkt durdie Initiator
Caspasen 8 oder 9 aktiviert werdaWelche der beiden dabei alsktivator fungiert, hangt bei

der Photodynamischen Therapie hauptséchlich von der Lokalisation des Phdbdsatsrs
ab”®" Wie in der Einleitung bereits beschriehefiihren in den Mitochondrienlokalisierte
Wirkstoffe zur Ausschittungdes Proteins Cytochrom c, welches als Sigofdldie Aktivierung

der Procaspase 9 induzidft! Dieser Weg wird imAllgemeinen auch als intrinsischer
Apoptosevorgang bezeichnéim Ge@nsatz dazu wird die Procaspa8@aormalerweiseliber den
extrinsischen Signalwedurch die TNFund FasRezeptoren derPlasmamembraraktiviert. Um
genauere Informationen Ubeden Apoptosesignalwegowie eine mogliche Lokalisation der
Komplexe in der Zelle zu erhalten, wurden weitere Versuche durchgefiihrt. Eine erste Messung
der Caspase &ktivitdt 5h nach der Belichtung SEKGB68handelter Hel-Zellen ergabkeinen
Anstiegum den Faktor ® verglichaa mit komplett unbehandelten Zellen. Im Vergleich zu
belichteten Zellendie nicht mit dem Komplex behandelt wurdefand eine Verdopplung der
Aktivitat (Faktor 2.2)ktatt (Abbildung28a). Dieses Ergebnizeigt eine deutliche Steigerung in der
Caspase 8 Aikitat und sprichtdaher zunachst flidas Auftreten einer extrinsisch vermittelten
Apoptose Allerdings ist dasnicht die einzigelenkbareErklarung Wie einige Studien beweisen,

ist auch eine alternative, riickgekoppelte Aktivierung der Caspase 8 durcHie Caspase 3
moglich®**"1% Die alleinige Feststellung einer aktiven Caspase 8 lasst datwr keine
Ruckschlisse Uber den urspringlich&asloser de Apoptosezu. Deshalbwurde in weiteren
Versucherder zeitlicke Abhuf des Vorgangsuntersucht(Abbildung28). Die Ergebnisseeigen

dass die Caspaseddstmals2.5h nach der Belichtung der Zellexinen merklichen Anstieg in
ihrer Aktivitdthat. Die gemessene Lumineszenz des Nachweisreagens erhoht shmdi taeden
Faktor1.6, verglichen mit den belichteten Kontrollzellen ohne SEK630nach der Belichtung

ist, wie bereits beschriebereine Verdopplung der Aktivitat erreichHin Vergleich dazisind die
Caspasen 3 und fereitsim direkten Anschluss an di30minutige Belichtungaktiv, wieeine

Steigerung des Lumineszenzsignals um den Fakid@eweist

50



Ergebnisse und Diskussion

a) Aktivitat der Caspase ¢
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Abbildung28: Zeitabhangige Bestimmung der Caspased@iti mit Hilfe der Caspas@lo Methode von
Promega. Die mit im SEKO030 behandelten HeEkallen wurden fir h im Dunkeln inkubiert und
anschlieBend fiir 30 min mit einer Xe/Hg2 3 Sy f 1805&m) bekchtet.0, 1, 2.5, und & nach der
Belichtung wurde die Inkubation durch die Zugabe des Cadpas&lachweisreagersbgebrochen und
die Caspaseaktivitét durch die Messung der Lumineszenz bestDienErgebnisse ia) basieren auf sechs
Datenpunkten aus zwei unabhéngigen Messungen, die Ergebnisgebasieren auf drei unabhéangigen
Messungen. Die Fehlerbalken zeigea 8tandardabweichung an.

Nach einer Stunde ist ein Faktor vorb 2m Vergleich zur belichteten Kontrolle erreicht.
Interessanter Weise fallt die Aktivitat nach h'®twas ab, auf nur noch den X&chen Wert der
Kontrolle. 5h nach der Belichtung nimmtesidann jedoch wieder zu und erreicht die 3athe
Starke des Lumineszenzsignals der KontrollmessDagiit konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung der Caspasen 3 und 7 eindeutig der Aktivierung der Caspase 8 vorab§igetie
Interpretation der zelularen Ereigniss@ach der photodynamischen Behandlung mit SEK030

bedeutet dies, dass eine Einleitung der Apoptose Uber den i FasRezeptor vermittelten
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extrinsischen Signalwegusgeschlossen werden kariiach demAusschlussprinzip bleibt daher

nur die Mdglichkeit desntrinsischa, Mitochondrienvermittelten Wegs bestehen.

Verlust des nitochondrialen Membranpotentials

Um weitere Hinweise zu erhalte dzZNRS Rl & YA (12O0K2yRNA )& aSYoNIy
Zellen untersucht. Mitochondrien besitzesufgrund der in der Atmungskette vorhandenen
Protonenpumpen einen starken"t&radienten tber ihrer inneren Membran. Dieser ist essentiell

fur die Aufrechterhaltung derEnergieversorgung der Zell&Ein Zusammenbruch dieses

Gradientenist ein charaktestisches Merkmal der Apoptossowie aich eine bekannte Folge der

PDT Fir einigein den Mitochondrien lokalisiertsa K2 12 aSyaAoAf Aal G2NBy Aaid R

82 Dje Ursache dieses

einesder ersten Ereignissedasnach de Belichtung der Zellerintritt.
Zusammenbruchsi noch nicht eindeutig geklartirige Studien deutejedochauf eire Offnung

des PTRPKomplexeshin®¥ Findet ein solcher Verlust des mitochondrialen Membranpititds

statt, so ist dieserimmer mit der Ausschittung des Procaspase 9 aktivierenden Proteins
Cytochrom werbunden Umgekehrtkanneine Cytochront Ausschittungedoch auch ohne den

Verlust vonn A, auftreten. Dies istbesonders bei niedrigeren Konzentraten oder Lichtdosen

der Falf**!

Um festzustellen, ob auch die photodynamische Behandlung mit SEKQ3@inem
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentfélsrt und dadurch eine Erktung fur

die aktiven Caspasdiefert, wurden Versuche mit dertipophilen, kationische Farbstoff 3,3
Dihexyloxacarbocyanin (DiOGB)rchgefiihrt. Dieset | 3 S NI & A Q-&bhakhgigenSMeigeS NJ n A

in den Mitochondrien an und gibt auf diese Art Auskunft iifie Intaktheitdes Potentials.Fur

den Versuch wurden kultivierte Helzzllen drei und funf Stunden nach der Behandlung mit

1M { 9Ynon dzyR SAYSNI SAy x50BhyhRikt DiO@6 angsfarbt O dadzy 3 Y A

Fluoreszenzsignal der einzelnen Zelletigts Durchflusszytometrie gemessen.

+ SEK030 / unbelichtet +SEK030 / 3h nach Belichtung +SEKO030 / 5h nach Belichtung
o 0 t o U:
32| beschadigte K‘ 0 beschidigte m‘j beschidigte
E 150 Mitochondrien ‘ ~ 150 Mitochondrien | ‘30-; Mitochondrien
% 00 25% ‘ - 13.8% VF‘ 100 | 83.6% m
N | =0 ‘ \ 50 — I /
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BL1-H

Abbildung29: a Sd&ddzy3d RS& YAG2O0K2Y RN X 6 yichtaktiBiafterNISEKDI G Sy G A I f &
behandelten Hel-Zellen. Die mit uim SEK030 behandelten Zellen wurdeh im Dunkeln inkubiert und

anschlieRend fur h mit einer Xe/Hg 2 3 Sy f [8Q5&m) Bekchtet. 3 und % nach der Belichtung

wurden die Zellen geerntet und mit dem Fluoreszenzfarbstoff DIOC6 angefarbt. Die Messding un
Auswertung der Fluoreszenzsignale fand Iriife der Durchflusszytometrigtatt.
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Die Ergebnisse iAbbildung29 zeigen ein weitestgehend intaktes mitochondriales Membran
potential fiur die Kontrollzellendie zwar mit SEKO30 behandelt wurden, jedoch uobt
blieben. Lediglich 2.96 der Zellen weisen hi&in Fluoreszenzsignalnterhalb der als kritisch
festgelegten Grenzeuf. Fir komplett unbehandelte Zellen liegt der Wert bei %9(nicht
graphisch dargestellt). B nach der Belichtung steigt der it der Zellen mit beschadigten
Mitochondrien bereits leichan auf 13.8% Ein eindeutiger Hinweis auf den Verl@®2 y  n A
lasst sichallerdings erst 5h nach der Belichtundeststellen, wenn83.6% der Zellen ein
reduziertes Fluoreszenzsigregigen Aufgrund der zeitlichen Differenawischen dem Zusam
menbruch des Membranpotentials und der Aktvierung der Caspaen 3 und 7, scheint dieser
Vorgangjedoch nicht in Verbindung mit der Einleitung der Apoptose stehen Die hierfiir
notwendige Ausschittung deSytochroms ¢ muss daher bereits friiher und unabhéangig vom
Ydza I Y'Y Sy 0 NHzGtttfindeh yEsigt deshalbwahrscheinlicher, dass der Verlust des
mitochondrialenMembranpotentials lediglich eine Folgedgrogrammierten Zelltods und nicht

seinAusloserst.

Lokalisation

Eire bislang nicht betrachtet&rsache deApoptose die ebenfalls aus der POdekannt ist,ist

die Zerstérung der LysosomeHierbei schadigen endosomal aufgenommene Photosensibili
satoren die Membran dieses Organells und verursachen Hlieisetzung der in ihm
eingeschlossenen ProteaseDiese sind dazu in der Lageo-apoptotische Faktorgnwie Bid
oder mdglicherweise auch Procaspaseruf direktem Weg zu spalten undadurch die

n®2%4 Weiterfiihrende Arbeiten vorKATHRINWAHLER

intrinsische Apoptosekaskadeinzuleite
und RaiMO HARTMANNzur zelluldren Lokalisation von SEKO030 schlieBen jeddan hierfiir
notwendige Colokalisation des Komplexes mit deBEndsomen oder Lysosomn aus
(Abbildung31a). Dies bedeutet gleichzeitig, dass keine Aufnahme der Komplexe Uber den
endosomalen Transportweg erfolgt. Fur die Durchfiihrung der Versuche wurde der Komplex
SEKO030 uber einen Linker mit einem Biotinmolekul gekoppelt (Abbildung 8(3nschliel3end

durch eine Immunfarbung in den Zellen nachgewiesen. Neben den Endosomen und Lysosomen
wurden weitere Zellbestandteile, wie die Plasmamembran, die Mitochondrien und der Zellkern,
angefarbt (Abbildun@1b). Die Uberlagerung der einzelnen Farfpen und die Durchfiihrung

von Korrelationsrechnungen ergaben dabei eine gewisskeoRalisation des Komplexes mit den
Mitochondrien und der Plasmamembran. Ausgeschlossen werden kann hingegen eine

Anlagerung der Verbindung im Zellkern.
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SEKO030-Biotin

Abbildung30: Struktur des Biotirmarkierten Komplexes SEKO80 die Lokalisation in Hekzellen.

a) Komplex Lysosomen Endosomen Uberlagerung

b) anti-Biotin Mitochondrien Plasmamembran Uberlagerung

mit Komplex

ohne Komplex

Abbildung31: Versuchte Cd.okalisation des Koplexes SEK030 mit verschiedenen Zellorganellen. Fir
den Versuch wurde einBiotinrmarkierte Variante des Komplexesy(t) fur 24h mit kultivierten HelLa
Zellen inkubiert. AnschlieBend wurde die Verbindung mit einer gegen das Biotin gerichteten
Immunfarbung sichtbar gemacht. Neben dem Komplex wurdes) oie Endosomen und Lysosem mit

Hilfe der CellLight BacMam 2.0 Methode von Life Technologies angefaibtwirden die Mitochondrien

mit dem CellLight Mitochondri&FP BacMam 2.0 Reagens von Life Technologies angefarbt sowie die
Plasmamembran mit WGAMR und der Zellkern mit DABie Bilder wurden mit einem 63x Objektiv an
einem Laser Scanning Mikroskop (LSM 510 META, Carl Zeiss) aufgenommen.
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Zusammengefasst ergebeiedErgebnisse dieses Abschnitts ein grobes Bild dessen, was infolge
der photodynamischen Behandlung mit SEKOQ30 in lddtivierten Zellen passiert. Fest steht,
dass ein groRRer Teil von ihnen deapoptotischen Zelltoderleidet Dies haben zahlreiche
Merkmak, wie die Fragmentierung der DNA, die Bildung von Blasen in derbMemdas
Schrumpfen der Zellesowie der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und die
Aktivierung der Caspasen 3, 7 und 8 gezdiie. Tatsache, dassne Aktivierung degxtrin-
sischa Signalweg Uber die Caspase 8 nachnd jetzigen Wissensstaralisgeschlossen werden
kann, deutetdes Weiterenauf eine Mitochondrienvermittelte intrinsische Apoptosehin. Ein
entscheidenderNachweishierfir ware die bislang nicht durchgefihrte Megssg der Cyto
chromc Ausschittung nach der photodynamischen Behandlltig.bekannte Ausléser des
intrinsischen Apoptosewegs islie massive Schadigung deukledrenDNA.Da der Komplex
SEKO030 jedoch nachweislich nicht im Zellkern lokalisiert ist, keese tMoglichkeit aus
geschlossen werden. Ein weiteres Inklierbeiist die Schnelligkeit mit der die Aktivierung der
Caspasen nach der Belichtung erfolgt und die auf eine sehr direkte Einleitung des Zelltods
hinweist. Des Weiteren kann die Zerstérung dgsdsomen als Ausléser deMitochondrien
vermittelten Signalwegsausgeschlossen werden. Digeht ebenfallsaus denLokalisations
experimentea hervor.

Wie genau es zur Aktivierung der Apoptose kommt kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht
beantwortet werden. Vieles deutet darauf hin, dass sich die Verbindung bevorzugt in de
Plasmamembranoder den Membranen der Organellanlagert. Dies hat besonders die
dzy 0 SNRNN O] Sy R STocophedd|s dzgzdigt. R&aWeiteren lasst die nachgewiesene,
wenn auch nur gerirgy Lokalisation des Komplexes in den Mitochondrien die Schlussfolgerung
zu, dass eine direkte Schadigung dieses Organells als AudéiisApoptosemdglich ist.Eine
Hypahese hierzu, die die bislang gemachten Beobachtungen in sich verkinnte wie folg
aussehen: Der lipophile Komplex SEK030 gelangt durch Diffasite Zelle und lagert sich dort

zu einem gewissen Teil in der Mitochondrienmembran an. Durch die Belichtung erGiether

die ungesattigten Fettsauren der Membran angreift und die Ketaktion der Lipidper
oxidation in Gang setzDurch einen unbekannten Mechanismus kommt es zur Ausschittung
von Cytochrom c aus den Mitochondrien ohne dabei das Membranpotential zu zerstéren. Das
Cytochrom ¢ bindeain einen Komplex aus ARARind Procaspse 9, was zur Aktivierung der
Caspase fuhrt. Diese aktiviert im folgenden Schritt die EffeRampasen 3 und 7 und startet
damit den programmierten Abbau der Zellgir die Mehrzahl der Photosensibilisatoren aus der
PDT ist eine solche Lokalisation imdditochondien bekannt. Dies erkla@uchdie schnelle

Reaktionszeit von der Belichtung bis zum Auftreten der ersten apoptotischen Eigenschaften.
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Allerdings sind auch hier die einzelnen Schyitie zu Einleitungdes Zelltods fuhremoch nicht

in allen Detailsgeklart AlsmdglicheUrsachefir die Ausschittung des Cytochrorasverden

unter anderem Wechselwirkungn mit dem PTRPKomplex den Mitgliedern der BeR Proteir
familie und den Cardiolipinen diskutiéit” Letztere sind speziell in der Mitochondrienmembran
vorhandene Lipide, die einen Teil des Cytochroms ¢ gebunden halten. In einer Stresssituation
kann das Cardiolipin zum Peroxid oxidiert werdenl dabei das Cytochrom c freigetét Eine
solche Oxidation wurdeinter anderemim Zusammenhang mit der PDT durch ALA und Pc 4
beobachtet’®**? Ob eine dieser Méglichkeiten auotter Ausléser der SEKOGB@iuzierten
Apoptoseist oder, ob das Signal fir den Zelltod an einer ganz anderdle Stésteht,missen
weiterfihrende Arbeiten klarenEbenfalls mdglich nach dem derzeitigen Kenntnisstand wére
eine Signalkaskade die von der Plasmamembran ausgehtziBdlie Aktivierung der dort
lokalisierten Phospholipase gnschlief3t. Auch dieser Wesgt in der PDT bekannt und fihrt zu
einer massiven GhAusschiittung aus dem ER und der anschlieRenden Permeabilisierung der

Mitochondrienmembrar®®

3.4 Struktur-Aktivitats-Beziehungund Optmierungvon SEK030

Bei der Entwicklung eines bioaktiven Wirkstoffs ist es entscheiddiedl Zusammenhange
zwischen den einzelnen Strukturelemten und deren Einfluss auf die Aktivitat gerraukennen.

Nur dann ist es mdglicteine Optimierung von Struktuind gewilnschtem Effekt zu erreichen.

Dies gilt auch fir die in dieser Arbeit untersuchten Komplexe AW0234 und SEK030. Allerdings
beschrénkt sich der folgende Abschnitt ausschlief3lich auf die StrAktivititsBeziehung ds
letzterenKomplexesdadie Verbindung AW0234 aufgrund ihrer sehr aufwendigen Synthese von

Vornherein fur eine weitere Optimierung ausgeschlossende.

Struktur-Aktivitats-Beziehung des Pyridocarbazbiganden

Zur Klarung der beschriebenen Zusammenhangewurde zunachst der Einfluss ds
Ubergangmetalls auf die Aktivitat der Komplexe untersuckgradwurde die photodynamische
Wirkung des freien Pyridocarbazabanden ohne Metallzentrurbestimmt Wie sich heraus
stellte, besitzt der freie Ligandwar eine toxische Wirkung auf HelZzlen, diese ist aber
unabhangig vo einer BelichtungDie gemessen&ellviabilitatbetragt 51.1% (£3.4) nach einer
I5YAYNGAISY . %830nKitdE1y8% (+¥.6) inch<iner Inkubation im Dunkebei
einer Konzentration von fim Pyridocarbazo(Abbildung32). Dieser toxische Effekt steht mit
hoher Wahrscheinlichkeiim Zusammenhang mit debereits bekanntenBindung des als

Pharmakophorliganéntwickelten, Pyridocarbazoish aktiven Zentrum diverser Proteinkinasen.

56



Ergebnisse und Diskussion

100 -
~ 80 -
S
T 60 -
5 I
S 40 -
C
N
20 -
0_ T 1

unbelichtet <  nmo

Abbildung32: Gemessener Eiluss desfreien Pyridocarbazeliganden auf die Viabilitéat von kultivierten
HelLaZellen mit und ohne Belichtung.hLlnach der Zugabe vonp des Liganden zum Kulturmedium
wurde ein Teil der Zellen fir 1Bin mit einer Xe/HdBogenlampebet A O K %33@nm)d 24h nach der
Zugabe wurde dann die Viabilitdt mit Hilfe des MIEBts bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse sind
Mittelwerte aus 18 Datenpunktendie in zwei unabhéngigen Experimenten bestimmt wurden. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an

Eine erste gewonnene Erkenntnis ist daher, dass das Metall ein essentieller Bestandteil des
photoaktiven Komplexes ist. Fur seine Wahl stehen nach den Erfahrungen dieser Arbeit
verschiedene Mdoglichkeiten zur Verfligung. Wie bereits gezeigt wurde, kankodielination

eines Iridiums oder Rheniums zu Komplexen mit einer photodynamischen Wirkung fihren.
Daneben wurde auch fiir den #bbildung33 dargestellten RutheniuAKomplex SW010a eine
lichtaktivierte Zytotoxizitédt gemesseie gemessene Zellviabilitat betrédigt diesem Fal8.7%

nach einer 68miniitigen Belichtung miteinem LEBV S T t S {40@nK) ulick 101.9% nach

einer Inkubationim Dunkeln Keine photodynamische Wirkung konnte bislang fir Rhodium

PyridocarbazbKomplexenachgewiesen werden.
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Abbildung33: PhotozytotoxischéyridocarbazeKomplexe mit verschiedenen Ubergangsmetallen.
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Abbildung34: Schrittweiser Aufbau des Pyridocarbakaanden von SEKOa0sgehend vo dem einfach
geladenen 2,2BipyridinKomplex SEK237.

In weiteren Versuchen wurden die einzelnen Strukturelemente des Pyridocarbazols genauer auf
ihren Beitrag zum beobachteten photozytotoxischen Effekt untersucht. Hierzu wurde das
Grundgeris des Liganden vOISANDRADIECKMANNstlckweise bis zu dem literaturbekannten
Bipyridinkomplex SEK2B7'* verkleinert @bbildung34).**® Dieser Schritt hat deutliche

ST wie zu

Auswirkungen auf das Absorptionsverhalten der Komplexe gez&liillung353).
erwarten, verschieben sich die Absorptionsmaxima mit der zunehmenden Gré3e des-aroma
tischen Ringsystems in den langerwelligen Berélelsgehend von einem Maximubei 323nm

fur den 2,2°BipyridinKomplex, liegt die maximale Absorption fir den Pyridylif€ioinplexes
SEK245 bereits bei 3. Der nachste VergréRerungsschritt zum Pyridocarki&aoiplex ohne
Maleimidfunktion (SEK257) fuhrt zu einer weiteren Versalmgpauf 446wm, und fur den
urspriinglichen Komplex SEK030 konnte ein Absprotionsmaximum vomnbl@emessen
werden. Dies zeigt, dass die Erweiterung des heterozyklischen Ringsystems vom Bipyridin zum
Pyridocarbazol die maximale Anregungswellenléange der gk fur eine photoinduzierte
Reaktion deutlich in das sichtbare Spektrum verschiebt. Eine Widerspiegelung dieses Ergebnisses
findet sich in den votaTHRINVAHLERIurchgefiihrten wellenlangenabhangigen Messungen der
Singulett Sauerstoff Produktion. Waherer BipyridiAKomplex lediglich bei einer Anregung

Y A (x330nm die reaktive Spezies generiert, konnte diese bei den Verbindungen SEK245 und
{9YHpT | dZOK yI OK SAxASND nathgelidkkerk Wedd¢rd AbYeindm <
Transmissionsbereich beginnebdi 505nm, zeigt jedoch nur noch der urspriingliche Komplex
SEKO030 eine messbare Produktion ¥@n(Abbildung35b).*>®!

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss der vier Komplexe auf die Zellviabilitat nach der
Anregung mit den verschiedenen Wellenlangenbereichen untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine
direkte Korrelation derZytotoxizitdt derVerbindungen SEK245, SEK257 uBHOS0 mit der
gemessenernO,-Poduktion Abbildung350). Dies beweist, dass der Pyridocarbazgand nicht

essentiell fir die photodynamische Wirkung des Komplexes in der Zelle ist.
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Abbildung35: Untersuchung der photochemischemd photozytotoxischen Eigenschaften der Rhenium
Komplexe SEK237, SEK245, SEK257 und SEKABSorptionsspektren der Komplexe bei einer Konzen
tration von 60umM in DMSO™ b) Nachweis defO,-Produktionmit RNO (5@m) und Imidazo(8 mm) in
PB#&MSO1:1 nach einer 3@minutigen Belichtung mit einer Xe/Hg Bogenlan(g@mplexonz 50 um).
Die Ergebnisse zeigen den Mittelwert aus zwei unabhangigen Dreifachbestimn%Er?be)Bestimmung
der Viabilitat von Hel-Zellenmittels MTFTest24h nach der Behatlung mit dem jeweiligen Komplexe
(Lpm) und einer15- 6 F NWBBORM) bzw. 60mindtigen Belichtung mit einer Xe/HBogenlampe Die
Balken reprasentieren den Mittelwert von 18 Datenpunkten aus zwei unabhé&ngigen Messungen.
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Durch ene Reduzierungler Struktuelemente bis hin zum Pyridylindol kann der gleichéeffekt
erzielt werden Aus zellularer Sicht scheint die Struktur degeizahnigen Ligandetgaher nur
einen untergeordneten Einfluss auf die Phototoxizitétes Komplexegu haben solange diese
dazu in der Lage ist Singulett Sauerstoff zu generigdésnkanndeshalbdavon ausgegangen
werden, dassfir die photozytotoxische Wirkung der Komplekeine spezifischenWechsel
wirkungen zwischen dem Pyridocarbazol und eindestimmten zellularen Zielsuktur
notwendig sind.Dass die Struktur trotzderainen Einfluss hatbeweist der Komplex SEK237.
Dieser produziert zwatO,, verringert jedoch nicht die Viabilitat der Zelleweiterfiihrende
Lokalisationsexperimente mit einer Biotinmarkierten Variante des Komplexes vahLIAN
JsPERE, KATHRINVAHLERIN RAIMO HARTMAN haben gezeigt, dass dieser Komplex selbst nach
einer Inkubation von 24 nicht in den Zellen nachgewiesen nden kann.Daraus kann
geschlossen werden, dasgdositive Ladung des Komplexasine Aufnahme in die Zelle und
damit auch seine photozytotoxischertffektverhindert

Zusammengefasst bedeutet dies fur die Strulditivitats-Beziehung des Komplexes B8
dass lediglich diénteraktion zwischen em Rhenium und der Pyridgtiol-Einheitinnerhalb des
Pyridocarbazolsausschlaggebend fur digghotodynamische Wirkung ist. Der zusatzliche
Benzolring des Pyridocarbazaswie die Mieimidgruppe verschieben léglich die fir den

Effekt notwendige Anregungswellenlange.

Optimierung der Stabilitéat

Im Zuge der StabilitAtsoptimierungvurde der Einflussverschiedener Pyridinderivate als
Liganden auf die Aktivitat des Komplexagersucht Wie bereits erwahntneigt das Pyridider
Verbindung SEK03Gspeziell unter Lichteinflussu einem Austausch gegesinen geeigneten
Liganden wie DMAP*! Aus diesem Grund kann nicht ausgeschlossen werden, dass es auch im
Zuge des Stoffwechsels im Korper oder in der Zellerexgleictbaren Austauschreaktionen
kommt Auf der Suche nackinem geeigneten Ersatz fur diesen Ligandemden verschiedene
alternative Komplexe synthetisiert und auf die Beibehaltung ihrer photozytotoxischen
Eigenschaften getestetZu ihnen gehdren die Verbindueiy ASSD06 mit dem Liganden
4-Trifluormethylpyidin und ASSD11 mit einem DMAIR der gleichen PositionWie sich
herausstellte, verringert der elektronenarme Ligand dfluormethylpyridin die Stabilitat des
Komplexes und erzielt damit nicht den gewinschiffekt, auch wenn die photodynamische
Wirkung auf Hel-Zellen davon unbeeinflusst bleibt? Die gemessene Zellviabilitat sinkt
deutlich auf einen Wert von 13% (#5.7) nach einer 6 A Y NG A 3 Sy . SkBOSOK ( dzy 3
bei einer Komplexkonzentration vonuM. Im Dunkeln zeigt die Verbindung weiterhin keine

Toxizitat bei einer Zellviabilitdt von 91% (+10.5) Abbildung36).
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Abbildung36: a) Abwandlungen des Komplexes SEK030 mitR\midinderivaten 4Trifluormethylpyridn

und 4-Dimethylaminopyridin (DMAPJowie einem Imidazob) Bestimmung der Zellviabilitdt von HelLa
Zellen nach der photodynamischen Behandlung mit den vier Komplexemath der Zugabe vonpm

des entsprechenden Komplexes wurden die Zellen fumBOmit einer Xe/Hg 2 3 Sy f h80A538M) 6 <
belichtet. 24h nach der Komplexzugabe wurde die Zellviabilitat mittels Wd@3t bestimmt. Die
Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert aus 18 Datenpunktermittelt in zwei unabhangigen
Experimenten. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Zellviabilitat (%)

Fur den Komplex mit dem elektronenreichen DMA&anden konnte eine deutliche Zunahme
der Stabilitat im NMFExperiment festgestellt werd&f®, allerdings fiihrt dieser ah zu einer
Abnahme des photozytotoxischen Effekts. Im Viabilitatstest konnte eine Uberlebensrate von
115.4% (£10.7) ohne und 43.% (#36.6) nach der Belichtung unter den gleichen
Ausgangsbedingungewie im Versuch mit ASSD@Emessen werden. In einedritten Versuch
wurde deshalb der Komplex KW16#it dem ebenfalls elektronenreichen Liganden Imidazol
synthetisiert Dieser Komplex zeigt eine 1%fge Stabilitdit von mindesten 8 Tagen in einer
DMSO/BO (9:1) Lésung unter Zusatz veivi2rcaptoethanol imDunkeln und von mindesteni#

unter Belichtung in DMSO mit einem Zusatz vedethylimidazol**¥ Zusétzlich zu dieser sehr
hohen Stabilitédt behélt der Komplex seine photozytotoxischen Eigenschaften ohne Einschrank
ungen bei. Im Viabilitdtest wurde eine Uberlebensrate von 994 (+12.5) im Dunkeln und

0.9% (#0.8) nach 6aminltiger Belichtung gemessen.
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Mit der VerbindungKW164 konnte somit gezeigt werden, dass es mdglich, istne hohe
Komplexgabilitat mit der photodynamischerWirkungzu vereinen Ausschlaggebend hierfur ist
die Koordinationeines monodentaten Liganden mit em&ohen Elektronendichte, die zur
Ausbildung einer starken Sigmabindung mit dem Rheridanmrum fuhrt. Zuséatzlich sollte der
sterische Anspruch des Liganderbgichst geringsein um eventuelle Auswirkungen auf die
Zellaufnahme oder die Positionierung in der €elll vermeiden Erflullt wird diese Bedingung
durch die Bindung eines Imidazols, wie hier gezeigt oder auch durch die eines Phesphin
Liganden, wieebenfals im Zuge dieser Arbeit festgestellt werden konrfiéehe Anhang
Tabellel4, KomplexKW297). Gleichzeitig bedeutet die zusatzlichewonneneStabilitat dass

ein zytotoxischer Effekter Verbindung durch den Verlust eines Liganden und eirrades

resultierendesreaktives Metallzentrumausgeschlossen werdédw@nn

Optimierung der Anregungswellenlange

Ein entscheidendes Kriterium fir danvivoEinsatz eines Photosensibilisators ist eine méglichst
hohe Anregungswellenlange zwischen 600 und @50 Nur indiesem optischen Fenster dringt

der fur die Therapie eingesetzte Lichtstrahl tief genug in das Gewebe ein, um eine ausreichende
Schadigung im Tumor zu verursactéhin einem letzten Optimierungsschritt wurdgaher
versucht die benotigte Anregungsenergie der Komplekech verschiedene Modifikationen am
PyridocarbazeLigandzu senkerund gleichzeitig den photodynamischen Effekt zu erhaltéme
Auswah] der grofitenteils vorkKATHRINWAHLERsynthetisierten Derivate und deren Einfluss auf
<max SOWie die photozytotoxische Wirkungst in Abbildung37 dargestellt. Als eine der besten
Methoden zur Verschiebung der Anregungswellenlange hat sich die Einfihrungs ei
Substiuenten mit einem starken +Meffekt in der SPosition des Indolhierausgestellt.Die
grofite Verschiebung auf 56@n konnte dabei midem Dimethyamin-Restin Komplex KW315
erzielt werden Leider unterdriikt dieser Rest gleichzeitig d@enerierungvon 'O, und damit

auch die photozytotoxische Wirkung des Komplexes. Ebenfalls positiv avAndegungs
wellenlange wirkt sich eiflua- oder Trifluormethwytest, in der 3Positicn des Pyridins aus, wie

die Komplexe KWPS16 und KWPS18 beweiBs. ist hauptséchlich auf den starke+Effekt

des Fluors zuriickzufuhrebie hier gemessenen Absorptionsmaxima von 528 undng37allen

zwar nicht ganz so hoch aus, dafur beeinflussen Siiestituenten in diesem Fall nicht die
LIK2G2ReylF YAA0KS 2AN] dzy 3o 9 Ayk&nn bragshNvieidénivemS + SNE Of
neben dem Fluor am Pyridin eine Methoxygruppe auf der Indolseite eingefiigt wird. Der daraus
entstandene photozytotoxische Kquex KW224 hat ein Absorptionsmaximum bei B2
Hingegen negativ auf die Erhdéhung der Anregungswellenlange wirkt sich eine zweifache

Substituierung mit Fluor am Indol aus, wie am Beispiel des Komplexes SEK260 zu sehen ist.
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R R R R <mnax photozytotoxisch
KW164 H H H Imidazol 513 nm ja
SEK260 F H F Pyridin 493 nm ja
KW224 OMe F H Imidazol 542 nm ja
KW263 OH H H Imidazol 539 nm nein
KW264 OMe H H Imidazol 516 nm ja
KW315 NMe, H H Imidazol 562 nm nein
KWPS16 H F H Imidazol 528 nm ja
KWPS18 H ChH H Imidazol 537 nm ja

Abbildung37: Modifikationen desRheniumPyridocarbazeKomplexes und deren Auswirkungen auf das
energetist niedrigste Absorptionsmaximum sowiken photozytotoxischen Effekt in HeFallen. (Die

. SailAYYdgiIertB Erivlte<durchKATHRINWAHLERING PATRICKZABOdie der Photozytotoxizitét
von KW263 und KW264 duréaTIAKRALING

Inwiefern die modifizierten Komplexe aucin vitro zu einem stéarkeren Effekt beGheren
Anregungswellenlangefuhren, hangt letztendlich jedoch nicht vorbsorptionsmaximunder
Verbindungen ap sondernvon der Breite der AbsorptionsbandeDes Weiteren spielt die
Quantenausbeute eine entscheidende Roifel damit die Fahigkeit der Komplexechibei einer
sehr geringen Absorption noch Singulett Sauerstoff zu generiddeshalb ist es notwendig,
sowohl die maximale Anregungswellenlénge fiir die Generierund®onu finden, sowie auch
festzustellen ab welcher Grenze diesaicht mehr ausreichenh fir die Einleitung des
apoptotischen Zelltodsst. Unter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen und den gemessenen
Absorptionsbanden ilbbildung38a, wurden fiir den Versuch optische Filtait einer unteren
Transmissionsgrenze v&5, 560, 580 und 620nm ausgewahltDaneben wurden la reprasen
tative Verbindungen mit leicht unterschiedlichen Absorptionsbandlem Ausgangskomplex
KW164sowie SEK26Qund die beiden Pyridirsubstituierten Komplexe KWPS16 und KWPS18
ausgeucht Wie die Abbildung38b!**¥ zeigt nimmt die*O,-Produktion der Verbindungen ab
SAYSNI . St aBBRnimdgyhHtweisk éb. Am starksten ist dies fir den Komplex SEK260
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mit dem niedrigsten Absorptionsmaximum zu sehen. Die besten Werte bis zu einer Belichtung
Y A (x588 nm zeigt die Verbindung KWPS18. Ab einer Transmissionsgrenze vom 620fir

keinen der Komplexe einéO,-Produktion unter den gegebenen Bedingungen mehr nach
weisbar.Damitspiegelndie Werteeindeutig die Erwartungen aus dgemessenen Absorptions
kurven wier. Bei den durchgefuhrtein vitro Messungermit einer Konzentration von iM und

einer 30mindtigen Belichtunginter Einsatz deverschiedenerptischen Filterr{Abbildung38c)
bestétigt sich dieser Trend hingegen nur teilwei8ech hier schneidet die Verbindung SEK260
eindeutig am schlechtesten ab, da sie bereits ab einer Belichtung<mi60nm keine
eindeutige Photozytotoxizitdt mehr zeiggemessene Zellviabilitat 8198+ 7.5). Fur die drei
anderen Komplexe ist sowohl bex560y' Y | £ & bkB20rfn nocB din deutlicher Einfluss

auf die Zellviabilitat zu sehemer jedoch nicht mit der gemessenetO,-Produktion korreliert

Bei einer Belichtung mit Wellenlangen groRer als B&0liegt die Uberlebensrate fir KW164
behandelte Zellerbei 29.8% (£7.7), fir KWPS16 bei @6 (+2.1) und fir KWPS18 bei 2448

(£5.7). Das bedeutet, dass trotz der hoheren Singulett Sauerstoff Produktion des Komplexes
KWPS18 bei dieser Wellenlange der Komplex KWPS16 die bessere photaoftetdXirkung

erzielt. Moglicherweise ist dies auf den grOfReren sterischen Anspruch des Trifluormethyl
Substituenten bei KWPS18 zurtickzuftihren. Dieser konnte zu einer schlechteren Aufnahme des
Komplexes in die Zelle oder einer leicht veranderten Lokalisatimerhalb der Membran
fuhren, die die Effizienz des durch dé@, verursachten Schadens verringert. Kein photo
zytotoxischer Effekt konnte fir die Komplexe oberhalb einer Transmissionsgrenze vam620
unter den gegebenen Bedingungen nachgewiesen wertdem.mdglicherweise doch noch eine
photodynamische Wirkung innerhalb des flir therapeutische Zwecke so entscheidenden
optischen Fensters zwischen 600 und 880 zu erzielen, wurden die Konzentration sowie die
Belichtungszeit fur die Viabilititsmessung erhoBei einer Konzentration voni und einer
60YAYNGAIASY . X620rnkniirdeyddbei@i€ Bbertebensrate von Helallen nach

der Behandlung mit den Komplexen KW164, KWPS16, KWPS18 und KW224 untersucht. Die
Ergebnisse ibbildung39 zeigen eine reduzierte Zellviabilitdt von 4646(+4.9) fur KW164,

10.5% (1.6) fur KWPS16, 28% (+3.3) fur KWPS18 und von 204 (£3.5) fir den Komplex
KW224. Diese Resultate bestatigen erneut, dass die Verbindung KWPS16 trotz ihres geringeren
Abgrptionsmaximums, die grof3te lichtinduzierte Zytotoxizitat bei hohen Wellenlangen erzeugt.
Das ist &auRRerst uberraschend, besonders unter Berlcksichtigung der Tatsache, dass eine

Absorption dieses Komplexes bei 626 fast nichtmehr nachweisbar ighl§bildung 383).
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Abbildung38: Untersuchung der photochemischen und photozytotoxischen Eigenschaften der Rhenium
Komplexe SEK260, KW164, KWPS16 und KWaP3b8orptiondande der Komplexe zwischen 4660d
650nm.**¥ b) Nachweis defO,-Produktion mit RNO (5@M) und Imidazol (8nm) in PBEDMSO 1:Inach
einer 30minutigen Belichtung mit einem LEReflektor (Komplexkonzentration E'pﬂ/l).[139] Die Ergebnisse
zeigen den Mittelwert aus zwei unabhangigen ifxehbestimmungenc) Bestimmung der Viabilitat von
HelLaZellen mittels MTATest 24h nach der Behandlung mit dem jeweiligen KomplexgM}L und einer
30-mindtigen Belichtung mit eima LEDReflektor Die Balken reprasentieren den Mittelwert von 18
Datenpurkten aus zwei unabhéangigen Messungen.
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Abbildung 39: Bestimmung der Zellviabilitat von HeEallen mittels MTATest 24h nach einer Behandlung
mit 5 um der angegebenen Komplexehlnach der Komplexzugabe wurden ein Teil der Zellen fiimi&0

mit einem LEBReflektordzy G SNJ + SNB Sy Rdzy 3 SA Yy S ax620nkt hehcheét.aDieA 2y a FA £ { S

dargestellten Balken reprasentieren den Mittelwert aus 18 einzelnen Datenpunkten die in zwei
unabhéngigen Versuchen ermittelt wurden.

Daraus wird ersichith, wie gering die tatsdchliche Menge &, sein muss, die fur die
Einleitung der Apoptose in den Zellen verantwortlich ist. Auch mit dem-tRis@rten 'O,-
Nachweis lasst sich bei diesen hohen Wellenldngen erst nach einer Verdopplung der
Belichtungszeitauf 60min eine geringe Menge der reaktiven Spezies fur die Verbindungen
KWPS18, KWPS18 und KW224 detektieren (siehe Anhang). Fir die Verbindung KW164 liegt die
'0,-Produktion bei diesen Bedingungen weiterhin unter der Nachweisgréfize.

Zusammengefasst konnte die Struktur des Komplexes SEK030 damit sowohl in Hinsicht auf ihre
Stabilitat, als auckhre Anregungswellenlange optimiert werden. Daraus hervorgegangen ist der
Komplex KWPS16 mit einemFRiorsubstituierten Pyridin am Pyridocarbal und einem
Imidazol anstelle des monodentaten Pyridiiganden. Der gemessene E&Nert dieses
Komplexes liegt in Hetzellen24 h nachseinerZugabe und eineanschlie3ender®0-minttigen

. St A OK (i edBE M Weh Ai3um<(z0.0) (Abbildungd0). Dami ist er nur minimal hoher, als

der des Ursprungskomplexes SEK030 nach eine¥ ¢/ NG A ISy . SK5050i (i dzy 3
(0.1um £0.0). In Bezug auf di®unkeltoxizitdtzeigen diebeiden Komplexe jedocliklare Unter-

schiede Hierbesitztder neue Komplemit 10.0 um (£ 0.5) einen deutlich niedrigeren E@&Nert

als SEKO3Mies ist vermutlich auf die bessere Loslichkeit des Komplexes im Zellkulturmedium
zuriickzufuhren. Wahred fur SEKO30 ab einer Konzentratimn 10um die Bildung eine®rézi

pitats unter dem Mikroskop zbeobachtenist, bleibt KWPS16 selbst beiner Konzentration von

100pum vollstandigim Medium gel6stDies ist im Hinblick awfukiinftigein vitro oder auchin

vivoUntersuchungen einwveitere wichtigeErrungenschaft
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Abbildung40: Konzentrationabhéngige Bestimmung der Zellviabilitat fur die photodynamische Behand
lung von HelL&ellen mit dem RheniurKomplex KWPS16.hinach der Zugabdes Komplexes wurden ein
Teil der Zellen fur 3Min mit einem LEBV S F £ S k3B@nh) bélichtet. 24 nach der Zugabe wurdiie
Viabilitat mit Hilfe des MTTests bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus 18
einzelnen Datenpunkten, grittelt in zwei unabhangigen Messungen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Unter der Berilcksichtigung aller im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen der
Zellviabilitat, geht daher eindeutig der Komplex KWPS16 als bester Photossatsibitiervor.
Ausschlaggebend hierfir ist besonders sein starker zytotoxischer Effekt nach der Belichtung mit
Wellenlangen oberhalb von 600n, was ihn in diesem Punkt bereits vergleichbar mit bewahrten

Photosensibilisatoren wie Photofrin macht.

3.5 Kinaseinhibierende Eigenschafteder Photosensibilisatoren

Kinasen sind ein fester Bestandteils der zellularen Weiterleitung von Wachstumssignalen und als
solche an einer Vielzahl von Krebserkrankungen beteiligt. Funktion besteht darirandere
Enzyme durch die Ubertragung eines Phosphatrests des ATPs zu aktbderedeaktivieren

Diese als Phosphorylierung bekannte Reaktion ist einer der zentralen Regulationsmechanismen
mit denen eukaryotische Zellen die Aktivitat ihrer Enzyme stewsrd Wachstumssignale von

der Plasmamembran in den Zellkern weiterleit®ie Unterbrechung dieser Signalkaskade durch
niedermolekulare Inhibitoren oder Antikdrper hat sich zu einer erfolgreichen Strategie in der
Krebstherapie entwickelt.

Wie zu Anfang éreits erwahnt ist die Struktur des Pyridocarbazoigandendem natirlichen
Kinaseinhibitor Staurosporinachempfundernund wurde fir die kompetitive Hemmung dieser
Enzymgruppe entwickeltAusschlaggebend hierfiir jsteben der zugeschnittenen Anpassung

der Struktur durch die koordinierten Liganden, vor alletie Maleimidgruppe, die in einer

andogen Weise zum Adeniasserstffbriicken mit den ATRErkennungsmotiv innerhalb der
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Bindetascheaudildet. Basierend auf dieser Grundlaggeiurden auch die in dieseArbeit

vorgestellten Metallkomplexe urspringliétr den Einsatz alsinaseinhiioren entwickelt.

VEGFRnhibition durch AW0234

Wie die Arbeiten vonALEXANDERVILBUERDereits gezeigthaben besitzt der Komplex AW0234
eine hohe und sehr selektive Affinitizu den Rezeptoren desaskularen endothelialen
WachstumsfaktorgVEGFRshsbesondere fir VEGFR3 konnte eine halbmaximale inhibitorische
Konzentration (I6) von 42nMm (+ 2) bei gleichzeitigerAnwesenheit von 10Q0M ATP gemessen
werden. Ebenfalls inhibiert werden VEGFR2 eiriem 1G-Wert von171nm (£5), VEGFR1 mit
230nM (+93) sowie Pinl mit 333nMm (+49) ¥ Insgesamt weren nur zwélf von 215 getesteten
Kinasen bei einer Konzentration von03iM AW0234 und 1@ ATPum mehr als 5046 in ihrer
Aktivitat eingeschrankiwie aus einem Selektivitatsprofil der Firdélipore hervorgeht™

Als Rezeptoren des vaskularesndothelialen Wachstumsfaktotsaben die VEGFRs eine wichtige
Funktion bei der embryonah Entwicklung des Gefal3systesmwie der spateren Neubildung
von GefalRen im adulterOrganismus Danebensind sie eine der Hauptakteure bei der
pathogenen GefaRneubildung im Zuge des TumorwachsttifhDieser als Angiogenese
bezeichnete Vorgang setzt bereits in einem sehr frihen EntwicklungsstadiuKraigkheitein
und sichert dem malignen Gewebe die Versorgung mitii@ Nahrstoffen. Ausgeldst wirdier
Prazessdurch einen Sauerstoffmangel im Tumorkern und die daduxehstarkte Ausschiittung
von VEGF aus den Tumorzellebie anschlieRend Bindung des Wachstumsfaktors an die
entsprechenden Rezepten des angrenzendenvaskularen Systesn leitet dann die Bildurg
neuer GefalRe in Richtung des Tumorgewebes Alie. drei bekannten Mitglieder der VEGFR
Familie gehorerzur Gruppe derRezeptofTyrosinKinas@. Als solchebestehensie aus einer
extrazellularen, liganddrsindenden Domaneeinem lipophilen Transmembrahachnitt sowie
einem ins Zytoplasma ragendeKinas®ereich Infolge der igandenlindung dimerisier der
Rezeptor und es kommt zu einer internen Ubertragung von Phosphatrestettiesinf der Zelle
gelegena Tyrosinseitenketteres Enzym®ieseAutophosphoylierung istausschlaggebend fir
die weitere Aktivierung wachstumsfordernderSignalwege, wie der MARaskade oder der
PI3K/AK¥ermittelten Transduktiort**® Wie die steigenden Zahlen zugelassener antiagegier
Wirkstoffe zigen stellt die Unterbrechung diesesignalweg ein vielversprechendes Konzept
der Krebstherapie dadt*® Erfolgreiche Beispiele sindie VEGRRhibitoren Sorafenibund
Sunitinih die zur Behandlung von Nierehzw. gastrointestinalen Tumoreringesetzt werden
Das Ziel der Therapie ist dapeaicht eine toxische Wirkung in den Tumorzellen selbst zu
erzeugen, sondermlen Tumorvon seinerSauerstoff und Nahrstoffquelle abzuschneiden und

ihn dadurch in seinem Wachstum einzuschréank@ieser Ansatz unterscheidet sich deutlich von
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der konventionellen Chemotherapie und bietet neue Optioneasonders bei der Behandlung
langsam wachsender Tungrdie auf die Gabe zytotoxischer Wirkstoffe nicht ansprectiin.
Neben der Angiogenese, die hauptsachlich dudie RezeptorenVEGFR1 und VR&EE
eingeleitetwird, existiert aucheine Tumorvermittelte Neuwbildung lymphatischer GefaB®iese

181 Neuee Studien sehen diesen

wird vorwiegend durch die Aktivierung von VEGBERSgelos
Prozessals einen der Hauptwege zur Ausbreitu metastasierender Tumorzelldrei einigen
KrebserkrankungerDie Inhibierung von VEGFER@e sie fir den Komplex AW0234 beobachtet
wurde, verspricht daher nicht nur eine Unterbindung der Lymphangiogenese, sonder auch ein
vermindertes Potential des Tumors Bitdung von Metastasef***¢?!

Um die Eigenschaftervon AWO0234in Bezug auf einaantiangiog@e Wirkunggenauer zu
untersuchen, wurde der Komplex in einem Sphétmdierten 3DAngiogenese Test eingesetzt
(Abbildung4l). Ein solcher Versuch bietet die Moglichkdibmplexe Vorgdngewie die
GefalRneubildungn einem vereinfachtein vitro Modell nachzustellen und unter verschiedenen
Testbedingungen zu analysiereRir cen Test wurden in eine Kollagenmatrix eingebettete
HUVECHuman Umbilical Vein Endothelial Qefipharoidemit 5pum AWO0234 behandelt und
gleichzeitig mit25ng/mL des Wachstumsfaktos VEGFstimuliert. Nach eineranschlie3enden
48-stundigen Inkubation wurden die Siieide unter dem Lichtmikroskop ausgewertet.
Mikrovaskulare Endothelzellensind daflir bekannt auch unterin vitro Bedingungendrei-
dimensionaleKapillarahnliche Strukturerzu bilden die das natirlichein vivoVerhalteneiner
Gefalzellamitieren. Als entscheidende GréRe zur Feststellung einer antiangiogenen Wirkung
von AW0234, wurde daher die Gesamtlange der gebildeten Auswiichse der einzeli@eai&ph
bestimmt. Diese betragt fir die Positivkontrolle ohne Zusatz des Inhibitors @i60&595) und

flr die Negativkontrolle, die weder mit dem Inhibitor noch mit VEGF behandelt wurdgyrd15
(x160). Spharoide, die sowohl dem Inhibitor, als auch dench&taimsfaktor ausgesetzt waren
erreichen eine kumulative Sprosslange von {86 (+151) und zeigen damit eine 10@ige
Hemmung der angiogenen Wirkung von VEGF. Als zusatzliche Kontrolle wurde eine methylierte
Variante des Komplexes untersucht, die aufgruder veréanderten Maleimidstruktur keine
Bindung mit der ATBindetasche des Rezeptors eingehen kann. Dieser Komplex zeigt im
Gegensatz zum unveranderten AWO0234 eine Gesamtsprosslange deutlich oberhalb der
Negativkontrolle von 778m (£357). Damit konnte demonstriert werden, dass der
antiangiogene Effekt von AW0234 in einem Zusammenhang mit Kile&iseinhibierenden
Eigenschaften der Verbindung steht. Der Komplex besitzt daher, neben dem bereits
dargestellten photodynamischen Effekt, auch eine deutlich epsigte antiangiogene Wirkung

im in vitro Experiment.

69



Ergebnisse und Diskussion

a) 2500 - b)

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

Kumulative Spross Lange (pr

+VEGF -VEGF +VEGF +VEGF
+AW0234+AW0234*

Abbildung41: Nachweiseiner antiangiogenen Wirkung von AW0234 im Sphabzidierten3D-Angioge
nesesTest. In einer Kollagenmatrix eingebettdt®JVEESpharoide wurden mit im AW0234 in a) bzw.

3 uM in b) bei gleichzeitiger Anwesenheit vonr2ymL VEGF fur 48inkubiert.a) Gemessene kumulative
Sprosslange(KSL) der Sphéaroide nach ein8timulation mit VEGF, ohne VEGH&wie nach einer
kombinierten Behandlung mit VEGF und dem Komplex AW0234 bzw. seiner am Maleimid methylierten
Variante AW0234*. Die Positisowie die Negativkontrolle ohne Zugabe des Komplexes basieren auf dem
Mittelwert zehn individuell ausgewerteter Sphéaroide. Die KSL der AW@3dndelten Sphéaroide basiert

auf 24 und die der AW0234* behandelten auf Rflividuellen Werten. Die Fehlerbalken geben die
jeweilige Standardabweichung dbn). Reprasentative Phasenkontrastaufnahmen zweier Sphémiti und

ohne 3uMm AW0234in Anwesenheitvon VEGF.

DesWeiteren hat die Durchfihrung einesanswell migration assaygon ANNALENAMERKEIM
Zuge ihrer Masterarbeigezeigt, dass das Migrationsverhalten von HZ2Ben durch die
Behandlung mit fiM AW0234 komplett unterbunden werden kafifi? Die Fahigkeit ohne Zell
ZeltKontakte oder die Interaktion mit der Extrazellularenmatrix zu Uberleher den
ursprunglichen Gewebeverbund zu verlassetein charakteristisches Merkmal maligner Zellen.
Die Untersuchung des Migrationsverhaltens gilaiher Aufschluss Uber das Metastasierungs
potential und damit den Entartungsstatus der Zelldrolglichist die Unterbindung dieses
Verhaltens einer der entscheidendefnsatzpinkte der KrebstherapieDie Ergebnisse zeigen,
dass AW0234 das Potential besitdie Migrationvon HT29Zellen deutlich einzuschranken. Dies
ist vermutlich auf eine bekannte Kopplung der VESKfRalwege mit der Reorganisation des
Zytoskelets zuriickzufiihrendie Voraussetzung firr die Mobilitat der Zelleri&t

Auf der Basis der bislardyrchgefihrten Versuche repréasentiert AW0234 dasiite bioaktive
Verbindung mit einer dualen Wirkungsweise zur Bekampfung von entarteten Zellen. Ob sich
dieses Potential aus gekoppedtphotodynamischer und antiangiogener Wirkung auch uirer

vivo Bedingungen bestéatigt, missen zukinftige Versuche zelg@éndie PDT wére ein solcher
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Photosensibilisator mit Sicherheit einateressante Option. Wie in der Einleitung bereits
beschriebenflihrt der durch die photodynamische Behandlung ausgeldste Sauerstoffmangel im
Tumor haufig zu einer verstarkten Aussctiiing von VEGF und danitr AngiogenesB Als
Losung dieses Problems wird daher berditszusétzlicheGabe einesntiangiogenen Wirkstoffs
wéhrend der PDT untersucht” DesWeiteren kann die Bindung an einen im Tumorgewebe
Uberexprimierten Rezeptomwie VEGFRJazu dienen, die Anreicherung des Wirkstoffs in den
malignen Zellen zu férdernDieser Ansatz wirdaktuell in dem relativ neuen Feld der
Zelgerichteten Rotodynamischen TherapiéTargeted Photodynamic Thergpyntersucht®®!
Dabei spielt auch die Untersuchurmgn Antikbrper oder Ligandergekoppelten Photosensibiti
satoren,die an Rezeptoren wie EGFR oder VEGFR birdlee Rolle. Dispezifische Aufnahme
des Photosensibilisators ined Tumor soll dabeiden gewlnschten Effekt verstarken und
Nebenwirkungen auf das umliegende Gewebe vermeigewie eine cutane Photosensitivitat
unterbinden.Eine interessante Fragestellung fur zukunftiggrsuche wére daheimwiefern der
VEGFmhibitor AW0234 ebenfallsdazu in der Lage istselektiv in das Tumorgewebe
aufgenommen zu werden und dort seine photodynamische Wirkung zu entfaitere dass er

hierfir eines zusatzlichen Adressmolekuls bedarf.

PimI-Inhibition durch SEK030

Auch der RheniuAKomplex SEK030 wurde im Zuge dieser Arbeit auf sé&inase
inhibitorischen Fahigkeiten untersucht-ir eine erste Bestimmung dehalbmaximale
inhibitorischen Konzentrationwurde die Proteinkinase Pimhusgevéhlt. Diese ist aufgrund
einiger vorangegangener Arbeiten fir ihre Affinitdt zu den PyridocarBdetdllkomplexen
bekannt!****271%7 Dje in Abbildung42 dargestellte Aktivitat der Kinase bei verschiedenen
Konzentrationen von SEK030 und der gleichzeitiyawesenheit von 10QAm ATR ergibt einen
IGo-Wert von 0.75um (x0.13). Da fur die Verbindung, wie bereits beschrieben, eine starke
photodynamische Wirkung bekannt ist, wurde der Versagbhunter dem zusatzlichekinfluss

einer Belichtung durchgefihrt. Hierzu wurde das Reaktionsgemisch aus Kinase, Substrat und
SEKO030 vor deentscheidenden Zugabe des ATPs fumma® mit einer Xe/HgBogenlampe

0 %450nm) belichtet.Der sich daraus ergebendesd@Vert liegt bei 0.55m (x0.04) und ist

damit nur minimal geringer als der der Dunkelbestimmung. Daraus kann geschlossen werden,
dass die durch die Belichtung angered@-Produktion des Komplexes keinen entscheidenden
Einflussauf die Inhibierung der Kinase h&enerell fallider inhibierende Effekt von SEK030 eher

gering aus, verglichen mit anderen bekannten Pyridocarbslethllkomplexen.
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Abbildung42: 1Gy-Bestimmung des RheniurKomplexes SEKO030 fur die Proteinkinase Pibel
gleichzeitiger Anwesenheit von 1p@ ATR Die Belichtete Probe wurde wéahrend der Inkubation des
Komplexes mit der Kinase urillrem Substrat mit einer Xe/Hg 2 3 Sy f [:4308m) bestrahlt.Die

hier dargestellten Ergebnisse basieren auf den Mittelwerten zwei unabhangig durchgefuhrter
Doppelbestimmungen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Dies bestétigt auch einudchgefuhrter KINOME€ander Firma DiscoveRx. Bei diesem Verfahren
wird die Affinitat des Inhibitors gegenuber mehr als 450 Kinasen getestet. Hierzu wird ein Ligand
der Aktiventasche auf einem festen Substrat immobilisiert und zusammen mit einer bestimmten
Kinase und der zu testenden Verbindung inkubiert. Der potentielle Inhibitor tritt dabei in
Konkurrenz zum immobilisierten Liganden und verhindert dadurch die Bindung der Kinase an das
Substrat.Nach Abschluss der Inkubation wird das Substrat gewascheaamitd ermittelt wie

viel Prozent der Kinase dort im Vergleich zu einer Kontaditee Inhibitor gebunden habemie
genaue Quantifizierung erfolgt dabei Uber einen an der Kinase angebrabhAiTagund seine
Amplifikation in einer gPCR. FiUr SEKO30de/udieser Test mit einer Konzentration vomuM
durchgefiihrt. InTabelle2 sind alle Kinasen aufgefiihrtgie dabeieine Bindungvon X85 % der
Kontrolle gezeigt habenWie zu sehen isterzielte Pim1l mit 16% das dritt beste Ergebnis
Bessere Affinitdtefonnten nur fir GK3A mit 15% und PRKG2 mit?8 festgestellt werderkin
gewunschtes Ergebnis von untefd konnte fur keine der Kinasen erreicht werden. Das deutet
darauf hin, dass Pim1 mit den bereits dargestellteggWerten zu einer der am starksteturch
SEKO030 inhibierten Kinasen gehort.

Pim1 ist dafir bekannt im Zusammenhang mit diversen Krebserkrankungen zu stehen. Hierzu
gehoren verschiedene Leuk&mieerkrankungen und Lymphome sowie auch solide Tumore der
Blase, Prostata, Pankreas und des Gastestinaltrakts™® Ausschlaggebend hierfiisti die

wachstumsfordernde und Apoptoseemmende Wirkung der Kinase.
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Tabelle2: Auszug aus dem Ergebnis des KIN&ME der Verbindung SEKO0B6i einer Konzentration von
lum. Dargestellt sind alle Kinaserhei denen die Bindungan den im Versuch eingestén
immobilisiertenLigandenauf mindestens 8% der Kontrolle reduziert ist.

Kinase % der Kontrolle
CLK2 26
DYRK1B 31
FLT3(D835Y) 32
GRK7 26
GSK3A 15
HIPK2 32
MELK 34
MST2 19
Pim1 16
PRKG2 8

Piml ist unteranderem an der Aktivierungellzyklusregulierender Enzym&ie Cdc25A und
Cdc25Cbeteiligt, welche den Ubergang der;-Gn die SPhasebzw. der G,- in die M-Phase
fordern 1% AuRerdem inaktivigres mit p21 einen Inhibitoder Cyclirabhéngigen Kinasen
(CDK), was zu einem weiteren positiven Wachstumssignal flfirtDaneben ist eine
Phosphorylierung depro-apoptotischen Faktors Bad durch Pim1 bekdhAtDiese verursacht
den proteasomalen Abbades Proteinaund verschiebdadurchdas zellulare Gleichgewicht zu
Gunsten der antapoptotischen FaktorerDies sind nur @ige der Regulationsmechanismenit
denen PimlEinflussauf das Zellwachstum nimmtrotz der bekannten erhthten Aktivitat der
Kinase in einigen Krebserkrankungen, befindet sich die klinische Erforschung der Piml
Inhibitoren jedocherst in ihren AnfangenDer erste in eine Phaseaufgenommene Wirkstoff
SGI1776 scheiterte an seiner zuséatzlichen inhibiemdVirkung auf die hERG Kaliumkanéale
des Herzmuskel&in zweitednhibitor wird derzeit ebenfalls in Phasentersucht™® Das ist der
Grund warum bislang keine Daten uber den tatsachlichké&nischenErfolg der Pimadnhibition

bei menschlichen Tumoren zur Verfiigung stehen. Die Erwartungen sind jedoch hacRijrdas
eines der neuen AngriffszieledKrebstherapie werden konnte.

Mit den hier dargestellten KgWerten erreicht der Komplex SEKO030 nicht die Wirkung der
zahlreichen anderen bekannten Pidrthibitoren deren Werte haufig im einstelligen

178 Trotzdem konnte die zusatzlichénase

nanomolaren bis picomolaren Bereich lied&
inhibierende Funktion den Effekt der photodynamischen Therapie unterstitzen. Besonders
interessantist dabei derAspekt dassPim1 durch einen zelluldren Sauerstoffmangel stabilisiert
und dadurchvor seinem proteasomalen Abbau geschiitzt Wifdl.Dies fiihrt dazu, dass die

Kinase in sehr vielen Tumorarten verstarkt aktiv ist.

73



Ergebnisse und Diskussion

m unbelichtet = belichtet
120 -

100 -

80 -

60 -

| N
40 4 OC\R/ N

] TN/
20 - OoC CoO
o I SEK030-Me
SEKO030 SEKO03We
Abbildung43: Bestimmung der Photozytotoxizit&iner am Maleimid methylierten Variante von SEK030
ohne Knaseinhibierende Eigenschafteim Vergleich zum unveranderten Kompldxir den Versuch
wurden HeLaZellen 1h vor der Belichtung mit im des jeweiligen Komplexes behandelt. Die Belichtung
erfolgte mit einer Xe/Hgogenlamped %505nm) fir ebenfalls 1h. 24h nach der Zugabe der Komplexe
wurde die Zellviabilitdt mit Hilfe des MATests bestimmtDie Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert
aus 18 individuellen Datenpunkten aus zwei unabh&ngigen Messungen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Zellviabilitat (%)

Da auch die PDT von einer hypoxischen Wirkung im Tumor begleitet wird, ist die Wahr
scheinlichkeit hoch, dass Pim1 auch in diesem Fall verstarkt aktiv ist und dem antiproliferativen
Effekt der Therapie entgegen wirkt. Eine zusétzliche Inhibition von Pim1l kénnte daher dazu
beitragen, die von der Kinase ausgesendeten Uberlebenssignale hmvécten und den
allgemeinen photozytotoxischen Effekt zu verstarken.

Wie auch fur AWO0234, wurde die Unabhangigkeit des @iytbtoxischen Effekts von den
Kinaseinhibierenden Eigenschaften mit Hilfe einer verdnderten Maleimidstruktur am
Pyridocarbazol Ubertft. Trotz der dadurch verhinderten Bindung in der Aktiventasche der
Kinasen, bleibt die Photozytotoxizitdt des Komplexes in vollem Umfang erhAlbildungs3).

Bei einer Konzentration voniM dzy R S A Y SNJ . %503 @rKfiir &\ kowelkir <
verbleibende Zellviabilitat von 8% (+3.4)fur den methylierten Komplegemessen werden. Im
Dunkeln liegt diese bei 96% (£10.3). Der unverédnderte Komplex fuhrt unter diesen
Bedingungen zu einer Zellviabilitdt von @00(x0.5) nach Belichtung un#i03.9% (+10.8) im

Dunkeln.

Tabelle3: IGyWerte der Komplexe SEK030, KW164 und KWPS16 fir Pim1, bei eifcorkERtration
von 10pm.

Komplex IGoWert
SEKO030 84 nm
KW164 58 nm
KWPS16 75 ™
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In einer abschlieRenden Messung wurden UWATHRINWAHLERdie PimZtinhibition durch die
optimierten Komplexe KW164 und KWPS16 unterstiZhtDie in Tabelle3 dargestellten
IGo-Werte zeigen, dass weder das Imidazol anstelle des Pyridins, noch das zusatzliche Fluor am
Pyridocarbazol, die Affidit des Komplexes zur Kinase maf3geblich beeinflusst. Die Tatsache,
dass die Werte trotzdem um etwa einen Faktor 10 geringer ausfallen liegt daran, dass in diesem
Fall auch nur ein Zehntel der AKBnzentation eingesetzt wurde. Ob dignaseinhibierende
Egenschaft der Komplexe zukilnftig weiter verbessert werden kann, bleibt fraglalptver
antwortlich fir die eingeschrankte Affinitat ist vermutlich der grof3e sterische Anspruch des
Pyridin oder auch Imidazeliganden. Diese durch eine kleinere Strukturersetzten ist eine
auRerst schwierige Aufgabe.

Zusammengefasst haben die Ergebnisse dieses Abschnitts gezeigt, dass es mdglich ist
organometallische Komplexe herzustellen, die gleichzeitig als Photosensibilisator und
Kinaseinhibitor wirken. Ausschlaggetd fur beide Effekie ist die Verbindung eines
Pyridocarbazeliganden mit einem koordinierten Iridiumoder RheniuniZentrum. Dies
unterscheidet den hier gewahlten Ansatz von anderen kombinierten Wirkstoffen, wie den
Konjugaten aus Hamatoporphyen oder Fhthalocyaniren mit Cisplatin bei denenzweibereits

bekannteStrukturen mitantiproliferativer Wirkungmiteinander verbunden werdet?>*7®
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Metalle werden aufgrund ihrer vielfaltigen Eigenschaften bereits seit langem zur Heilung von
Krankheiten eingesetztm antiken Griechenlandutzte HPPOKRATHEle Wirkung Arsethaltiger
Minerale zur Behandlung von Geschwiren und auch Goldpréaparate fanden im Laufe der
Jahrhunderte immer wieder Anwendung in der MedfZih!"® Heutzutage profitiert vor allem

die Krebstherapie vorMetall-haltigen Medikamenten wie Cisplatin oder auch radioaktiven
Wirkstoffenaus Rhenium un@echnetium.

Mit dieser Arbeitund den Ergebnissemeiner Masterarbeit konnte zum ersten Mal eine
photozytotoxische Wirkung Iridiurrund Rheniurbasierter Metallkomfexe gegen eine Reihe
etablierter Krebszelllinien festgestellt werd€f*** Die untersuchtenVerbindungen AW0234

und SEKO3Qeigen bereits nach einer einstindigen Belichtung mit sichtbarem Licht einen
deutlichen antiproliferativen Effekt aufkultivierte HeLa und HT29%ellen Die hierbei
gemessenetGy-Werte liegen zwischen 0.1 und Ou®1 und sind damitje nach Verbindung und
Zelllinie, 35 bis 100-fach niedriger als die entsprechendenWerte der Dunkeltoxizitat
(Abbildung44). Auf der Suche nach derAusloser diesesusgepragtenphotozytotoxischen
Effeks, konnte eine lichtabhangigeGenerierungvon Singulett Sauerstoffurch die Komplexe

mit dem redoxsensitiven Farbstoff RN@achgewiesen werdeh®! 10, ist eine extrem reaktig
Spezies und dafir bekannmit samtlichen zellularan Bestandteil® seiner Umgebungzu
reagieren Um festzustellen, ob eauch die Ursache dedeobachtetenphotozytotoxischen
EffektsA 80X ¢ dzNRSY RAS %St Sy @2NJ RSNJ -ToSdpHer©IK (i dzy 3
behandelt. Wie sich herausstellteunterdriickt die Anwesenheit des Tocopherols tatsachlich
einen grof3en Teil der toxischen Wirkung auf die Zellen und liefert ddeniindirekten Beweis,

dass deibeobachteteEffektauf die Produktion vorO, zuriickzufiihren ist.

EC;y-Werte: EC.o-Werte:

HeLabeIichtet =0.2 H“M HeLabeIichtet =0.1 UM

\ / Hela,pelichtet = 7-1 KM \ i> Helapelichtet = 100 UM
Me i |r=——SeCN OCmRe==N _

e K\e HT29, cjichtet = 0-3 UM o ‘oo Yl HT29%eicher = 0-1 UM
:\§ HT29unbe|ichtet =16 UM SEKO30 HT29unbeIichtet =18 uM

AWO0234

Abbildung44: Darstellung der in dieser Arbeit untersuchten organometallischen Komplexe mit den
entsprechenden EgWerten in HeLaund HT29ellen unter belichteten und unbelichteten Bedingungen.
(AW0234: Belichtung fiir 60 A Y X45Gnm<SEKO030Belichtung fir 60r A y  X308nmx
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Abbildung45: Zeitliche Abfolge der zellularen Ereignisse nach eetodynamischerBehandlung mit
1 um SEKO30ind sichtbarem Licht

Das Prinzip einer lichtaktivierten Generierung v@a zur selektiven Zerstérungon Zellen ist in

der Medizin seit langerem bekannt und wird in Form der Photodynamischen Therapie zur
Behandlung von Krebs angewendet. Die hierbei eingesetzten Photosensibilisatoren entfalten
ihre Wirkung durch eine direkte Aktivierung des apoptotischign&wegs, die stark abhangig ist
von der zelluldren Lokalisation des Wirkstdits.

Als Verbindung mit dem am starksten ausgepragten phottayischen Effekt wurde der
RheniumKomplex SEKO030 ausgewahlt, um die zellulare Wirkungsweise der lichtédtivier
Metallkomplexe zu untersucherDabei konnten zahlreiche Veréanderungen an der Oberflache
sowie auch im Inneren der Zellen festgestellt werdeie inAbbildung45 dargestellte Zeitachse
verdeutlicht die chronologische Abfolge der beobachteten Ereignidisekt mit dem Beginn der
Belichtungsetztauchein Verlust der Zelladhdsion beéén mit SEKO3®ehandelten Krebszellen

ein, welcher nach etw80 min abgeschlossen ist. Dies geht aus den Ergebnissen einer Echtzeit
ZellviabilitatsAnalyse hervarDaneben konnte gezeigt werden, ddmseitszur gleichen Zeitie
EffektorCaspasen 3 und &ktiv sind.Mikroskopische Studierrgénzen dieses Bild uneigen

ein deutliches Schrumpfen der Zell8@min nach dem Ende der Belichtursgwie dieBildung
kleiner Blasen in dedPlasmamembrarDiese erste Phase der Blasenbildung gdfae2 h nach

der Belichtung in eine zweitehaseiiber, bei der deutlich grol3erelafiir aber weniger Blasen an

der Membranoberflache zu sehen sirfdiese morphologischen Verédnderungeer Zellen sind
vermutlich auf eine Umorganisation des Zytoskeletts zurlickzufuhren, wie tgig@sch fur
apoptotische Zellen istEine Aktivierung der limator-Caspase 8 lasst sich erst B.fach der
Belichtung nachweisen, was bedeutet, dass diese nicht an der Aktivierung der bereits deutlich
friher aktiven EffektoiCaspaser3 und 7beteiligt ist. Das Gleiche gilt fir den Zusammenbruch
des mitochondrialenMembranpotentials, welcher erst b nach der Belichtung gemessen
werden lonnte. Weitere Untersuchungen ergaben, da&3h nach der Belichtungin Grof3teil

der nukledaren DNA fragmentiert vorliegt und digabilitét der Zellerzeu diesem Zeitpunkauf

annadhend 0%abgesunkerist.
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TNF/Fas-Rezeptor
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Abbildung46: Einordnung der nachgewiesendszw. ausgeschlossenezellularen Ereignisse nach der
photodynamischemBehandlung mit SEKO3®t) in den Apoptosesignalweg.

All diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es bereits wenige Minuten nach der lichtaktivierten
Behandlung zu einer Einleitung der Apoptose in den kultivierten Krebszellen kommt.
Abbildung46 versucht die gemdden Beobachtungenzu den zellularen Ereigisien nach der
photodynamischen Behandlung mit SEK030, in den bekannten Ablauf der Apoptese ein
zuordnen. Wie festgestellt werden konntkagert sich der Komplex zu einem gewissen Teil in
den Mitochondrien und der Plasmamembram, ist aber nicht in den Epndomen und
Lysosomen oder dem Zellkern vorhanden. Dies geht aus den Lokalisationsversuchen mit einem
Biotinrmarkierten SEK030 hervor. Daraus kann zunachst geschlossen werden, dass der Komplex
nicht tber einen endosomalen, aktiven Transport in die Zellangg| sondern, aufgrund seiner
lipophilen Eigenschaft, die Membran vermutli@uf passivem Weg durchquerEs schlief3t
ebenfalls aus, dases infolge der photodynamischen Behandlung zu einer Zerstérung der
Lysosomen kommt, wie es fir die Photosensibilisaio Npe6 und LuTex bekannt &t
Unabhéangig davon deutet jedoch vieles darauf hin, dass der belichtete Komplex den
Mitochondrienvermittelten Apoptosesignalweg aktivierDies kann vor allem aus den aktiven
Caspaserd und 7 sowie der nachgeschalteten Aktivierung der Caspagschlossen werden.

Die Tatsache, dass die Effektdaspasen 3 und 7 vor der InitiaiGaspase 8 aktiv sind, schlief3t

eine Emleitung der Apoptose Uber den extrinsischen Signalweg disser beinhaltet

normalerweisedie Aktivierung MembraHokalisierter Rezeptren, wie des TNF/Fdgezeptors,
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durch extrazellulare Liganden und die anschlieRende Spaltierg Procaspase 8 auf der
intrazellularen SeiteEine aktive Caspase 8 kaaimerseitszu einer direkten Aktivierung der
EffektorCaspasen 3 und fiihren oder andererseits den Mitochondrierermittelten Signalweg

Uber den preapoptotischen Faktor Bid einleitdH” Im Falle einer intrinsischen Apoptose kann

die Caspase 8 jedoch auch nachgeschaltet durch die Caspasen 3 und 7 aktiviert wmeadd

dient dann lediglich einer Verstarkung des bereits aktiven Signal&d3adie Caspase 8 als
Aktivator der Caspasen 3 und 7 ausscheidet, muss von einer Aktivierung durch die Caspase 9
ausgegangen werden. Diese ist ein Mitglied des Mitochondregmittelten Apoptosewegs und

wird ihrerseits durch eineRroteinkomplex mit der Be&shnung Apoptosom aktiviert. Dieser aus
dem zytosolischen Protein APAIFund dem aus den Mitochondrien ausgeschitteten €yto
chromc bestehendeKomplex spaltete die Procaspa8eund setzt damit die Aktivierung aller
weiteren EffektorCaspasen in Garg? Dieseaktivieren in weiteren Schritten unter anoem

die Caspasaktivierte DNase (CAD), welche fir die Fragmentierung der DNA verantwortlich ist.
Wie und ob es nach der photodynamischen Behandlung mit SEK030 zu einer Ausschittung von
Cytochrom c aus den Mitochondrien kommt, konnte in dieser Arbeittrgebeigtwerden. Die
nachgewiesene Lokalisation des Komplexes in den Mitochondrien deutet jedoch darauf hin, dass
oxidative Schaden in der MembramedesOrganells zu solch einer Freisetzung fihren kdnnten.
Ausgeschlossen werden kahingegenein Zusammehang zwischen dem S NX dza G,und2y n A
der Freisetzung von Cytochrom c aufgrund der Tatsache, dassZusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotential&rst nach der Aktivierung der Caspasefolgt.

Die in dieser Arbeigemachten Beobachtungeihnelnin vielen Punkten denen, die aubkider
Untersuchung der Wirkungsweisereits etablierte Photosensibilisatorerusder PDTgemacht
wurden. Dies gilt insbesondere fir die Lokalisation in Metochondrienmembrar®®, die
schnelle Einleitung der Apoptose und die mit ihr verbundenen morphologischen Veranderungen
der Zelt™*. Deutlichunterschiedlichist hingegendie Strukturder Komplexgverglichen miden

bereits bekannten PhotosensibilisatoreiMit einigen wenigen Ausnahmen basieren alle
Photosengbilisatoren der PDT,die sich derzeit in klinischen oder gkéinischen Studien
befinden auf Porphyrirdhnlichen Ringsystemen, wie Chlorinen, Bacteriochlorinen, Perphy
cenen, Phthalocyaninen oder Taxaphyrin@tlerdings werden auch hién den letzten dhren
verstarkt Metallzentrierte Variantererforscht um die Quantenausbeutaler Verbindungerzu
steigern’® Die in dieser Arbeit untersuchteliomplexeAW0234 und SEK03fnd daher niht

nur die ersten photozytotoxischen BeispielerganometallischerIridium- und Rhenium
Komplexe sondernbilden auch strukturell geseherine vollig neue Klasdaiologisch aktiver

Photosensibilisatoren Zudem unterscheiden sie sich in ihrer Wirkungsweise deutlich von
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anderen lichtaktiven'O,-Produzenten, wie den Ruthenium{RplypyridylKomplexen, die zur
Spaltung nukledrer DNA genutzt werd&ff Bne solche Wirkung kann zumindest fir den
Komplex SEKO30 aufgrund der fehlenden Lokalisation im Zellkern ausgeschlossen werden. Auch
fur keinen derklinisch zugelassenen Photosensibilisatorgineine solche Interaktion mit der
DNAbekannt undsieist dariber hinaus in der PDT unerwiinscti§ sie zuveiteren Mutationen

der entarteten Zellen undlamit zuResistenzerfiihnren kann®>*°® Danebenwiirde in einem
solchenFall die Apoptose Uber einen p&@rmittelten Signalweg eingeleitet werden, der in
vielen Krebsarten inaktiviert ist.

Mit ihrer schnellen Apoptosenduzierenden Wirkung, ihrer guten Aufnahme in die Zelle, ihrer
geringen Dunkeltoxizitdt und den niedrigens&®@erten, erflllen die KomplexeAW0234 und
SEKO03ereits einige wichtige Faktoren, uauchin vivoeine photodynamische Wirkung gegen
Krebszellen zu erzeugebdm auch die notwendige Anregungswellenlange oberhalb vom600

und eine ausreichende Stabilitéiir diese Anwendung zurmeichen wurde die Struktur des
Komplexes SEK030 weiter optimiert.

Da bereits aus NMRnalysen ein Austausch des Pyritigandergegen DMAP bekannt wi?!,

wurde nach einem geeigneten Ersatz dieses Liganden gesucht, um mdgheheinschte
Reaktionen mit dieser Koordinationsstelle in der Zelle zu vermeiden. Wie sich heraudstettte
gerade die Bindung einesolchen elektronenreichen Liganden wie DMAP zu einer deutlich
starkeren Sigmabindung mit dem Rhenidentrum und damitzu einer hdheren Stabilitaals
z.B.ein elektronenarmer Land wie 4Trifluormethylpyridin. Allerdings verschlechtert der etwas
grolRere DMAR.igand auch die photozytotoxische Eigenschaft des Komplexes. Als eine deutlich
stabilere Variante des KomplexeBK®30, die trotzdem ihre photozytxische Wirkung behalt,
konnteder Komplex KW16drmittelt werden. Dieser koordiniert eiabenfalls elektronenreiches
Imidazol anstelle des Pyridins und ist in DMSO unter Lichteinfluss fiir mindestestab|™°!

In Bezug auf die Optimierung der Anregungswellenlange zeigte der Austausch des- Pyridin
Liganden keinen Einflusén nachsten Schritt wurde daher die Struktur des Pyridocarbazols
modifiziert™* Dabeikonnte festgestellt werdendass es mdglidst, den zweizahnigen Liganden
bis hin zu einem Pxidylindol zu verkleinern, ohnalie photozytotoxische Eigenschafies
Komplexeszu verlieren Die Kombinatioraus Pyridylindolund koordiniertem Ubergangsmetall
stellt damit die Grundeinheit de photozytotoxischerKomplexedar. Allerdings bedeutetlies
strukturelle Verdnderungauch eine deutliche Verschiebung des Absorptionsspektrums in
Richtung der niedrigeren WellenlangeAnstatt der zuvor moglichen Anregung mit einem

[ A OK G & LIS 1xb0shmy besagyder RyridylindoKomplexfir seine Aktivierunguch den

kompletten Blauanteil des Lichts(<x415nm). Fir eine Erhdhung der Anregungswellenldnge
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wurde daher die Grundstruktur des Pyridocarbazols beibehalten und diese ledigiich
verschiedene Substituean erganzf'*® Die gréRte mogliche Verschiebung konnte dabei mit
einem DimethylamirRestin der 5-Position desindoks erzielt werden. Merdings zeigteder
Y2 YL SE YAuon S62nyh &eihe photodynamische Wirkunginen ebenfallpositiven
Effekt auf die Verschiebung des AbsorptionsspektrumsdigtEinfiihrung eines Substituenten
mit einem starken-I-Effekt in der ZPosition des PyridinsVon den beiden untersuchh
Komplexen mit einem Flueo s,=528nm) und einem TrifluormethyRS & {,x=637nm) in
dieser Position zeigtedie Fluorsubstituierte Variante die deutlich bessere photozytotoxische

2 ANJ dzy 3 yI OK S A ¥620mimn. AychNdBeTzdsitAiche Birfiihreng einer Methoxy
gruppe auf der Indolseite, die das Absorptionsmaximum des Komplexeseitere 14nm
erhoht, fuhrte unter diesen Bedingungen zu keiner SteigerungzidisilarenEffekts.Damit geht
der KomplexKWPS16mit einem Imidazolanstelle des Pyridihigandenund enem Fluor
substituiertenPyridocarbazolals bester Photosensibilisatalieser Arbeit hervo{SchemeB). Im
Vergleich ziseinenVorgangerrbeweister eine deutlichhthere Stabilitatunter Lichteinfluss und
er zeigt als einziger Komplexine verbleibendeZdlviabilitaét von unter 20% bei einer
Konzentration von ™ und der Anregung mitWellenlangen oberhalb vo820 nm.

Mit diesen Verbesserungekonnten zwei weitere entscheidende Voraussetzungen difien
mdoglichenin vivo Einsatz der Komplexe erfiillt werden. Mit einer Anregungswellenldange von
620nm liegt die Absorption des Komplexes KWPS16 eindeutig im optischen Fenster der PDT
zwischen 600 und 85m. Die Einhaltung dieser Grenzenaésitscheidendbei der Bestrahlung
eines Tumors da alle anderen Wellenlangen fast komplett von dBestandteile des
umliegenden Gewebes absorbievterden!*! Zusatzlichsenkt die gesteigerte Stabilitat des
Komplexes die Wahrscheinlichkeit unerwinschter Nebenwirkungen dulissoziierende

Liganden oder eipntstehendegeaktives Metallzentrum.

— — —
N\ C— A% C— N/ N/
OCm Be e\ \ / O%uu /Re\— N \ / OCm /Re- OCm /Re-

\ \ \

OoC Co C CO OoC CoO OoC CO

Amax =373 nm Amax =512 nm Amax =513 nm Amax =528 nm
photozytotoxischer + kinaseinhibierende + verbesserte verbesserte
Rhenium-Komplexe Eigenschaft Stabilitat Anregungswellenldnge

SchemaB: Struktureller Aufbawnd Optimierungeinesphotozytotoxischen Rheniusfomplexes.
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Eine erste Vorbereitung fir einen moglichenvivoEinsatz der Komplexe wurde bereits mit der
Durchfiihrung dreidimensionaler Zellkulturexperimengetroffen. Die kerbei festgestellte
zytotoxische Wirkung von SEKO030 auf belichtete MelaSmimaroide, liefert einen Hinweis
darauf, dass die Verbindungen ihre Funktionalitéat auch in komplexen Zellstrukturen beibehalten.
Neben der photozytotoxischen Eigenschaft der Konxgle wurde ihre Funktion als
Kinaseinhibitoren weiter untersuchEur den bereits bekannten Inhibitor der VEGFR Rezeptor
Tyrosinkinase AWO0234 konnte dabei eine antiangiogene Wirkanf mikrovaskulére,
endotheliale Zellspharoiddestgestellt werden. Diese dile Funktionalitat aus photozyto
toxischem und antiagiogenem Effekt stellt besonders fiir die PDT eine interessante Wirkungs
kombination dar.Bnige der bereits zugelassenen Photosensibilisat@iad daflir bekannt eine
antiangiogene Wirkung auf die Gefaen Tumomen auszuiiben, indem sie diese zerstdren oder
die Bldung von Thromben verursacherGleichzeitig fihrt der dadurch hervorgerufene
Sauerstoffmangel im Gewelader haufigzu einer verstarkteWEGFAusschittung und damit zur
Bildung neuer GefalR¥? Aus diesem Grund wird bereits der Einsatz einer kombinierten
photodynamisckn, antiangiogenen Therapie mit verschiedenen Wirkstoffen unterstitht.
Auch der RheniudKomplex SEKO30 und seine optimierte Variante KWPS16 H&base
inhibierende Eigenschaften. In diesem Fall wirdzgimsolische Kinase Pim1 mit einergi@ert

von 84nm bzw. 75nM bei gleichzeitiger Anwesenheit von i@ ATP in ihrer Aktivitat
eingeschrankt®® Auch Pim1 steht in Verdacht mit einer Reihe von Krebserkrankungen in
Verbindung zu stehennd seine Inhibition bietet daher ebenfalls gute Voraussetzungen fir eine

duale Wirkung der Komplexe bei der Behandlung von Tumorzellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass es moglichitifeyridocarbazebasierten
Iridium- und RheniurdKonplexen einen photozytotoxischen Effekt in Krebszellen zu erzeugen,
der in seiner zellularen Wirkung ahnlich zu démkannter Porphyritbasierter Photosensibilisa
toren ist. Zwar erreichen die hier vorgestellten Komplexe nicht die hohen Anregungs
wellenlargen derPhotosensibilisatorelausder zweiten oder dritten Generatioder PDT, dafur
bieten sie jedocleine vollig neue Mdglichkeit die photodynamische Wirkung mit der Itibib

von Kinasen zu verbinde@b dieser vielversprechende Ansatz aucheeim vivo Anwendung
stanchalt und die hier gezeigten Metallkomplexe tatsachlich eine Konkureendenbereits
existierend@ Photosensibilisatoren sind, konngadoch erst weiterfihrende Versuche zeigen.
Ein erster Schritt in diese Richtuislj derderzeit durchgefuhrteDrug-like-ability-Testder Firma
Novartis fur den Komplex KW2164Hierbei sollendie generelle Bioverfugbarkeit undlie

metabolische Stabilitétler Verbindung untersucht werdeikinen tatséchlichen Beweis fur eine
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synergistische Wirkughaus Photozytotoxizitat und Kinaseinhibition kénpedoch erstin vivo
Untersuchungen an einem geeigneten Tumormodel bringen.

Unabhangigvom weiteren Einsatz der hier gezeigten Kompjekat diese Arbeit dazu
beigetragen ein grundlegendes Verstandniker essentiellen Strukturelement@yridocarbazel
basierter Photosensibilisatoreau entwickelrund den Einflussrerschiedener Modifikationeauf
die photodynamische Wirkungler Verbindungenabzuschéatzen Ausgehendvon den hier
gezeigten Ergebnisseand dem bereits zuvor etablierten Wissen lber das Design organo
metallischer Kinaseinhibitoremspllte esmoglich seinweitere Komplexe dieser Aherzustellen
und dabei auch das Spektrum der adressierten Kinaserszudehnen Ein aussichtsreicher
Kandidat koénntehierbei der RutheniuniKomplexSW010a seinfiir den bereitsebenfallseine
photozytotoxische Wirkung iHeLaZellen nachgewiesemnerden konnte

Als ein weiteresjnteressantes zukiinftiges Projekt konnder Versuch unternommen werden
den, in dieser Arbeit gezeigten Rhenitomplex SEKO3h einer analogen Weise zbereits
durchgefuhrten Biotin-Markierung mit einem Tumosspezifischen Zielmolekile, wieB. der
Folsdure, zu koppeln. Ddrezeptor dieses Vitaminswird auf der OberflachezaHreicher
Krebszellenexprimiert und kénnte daher dazu beitrageie Selektivitat des Komplexes fir
entartete Zllen deutlich zu erhéhef®"

In Bezug auf die dalare Wirkungsweise gilt es die higezeigten moglichen Wege der Apoptose
weiter abzusichern. Hierzu zahior allem ein Nachweis der Cytochrom ¢ Ausschittung sowie
die Erstellung eines Aktivitatsprofils zahlreicher weiterer Proteine des Apoptosesigizaiiie
die Durchfihrung der hierfir notwendigen WesteBtot-Analysen misstgedoch zunachsgine
neue Art der Belichtung fiir die Zellen gefunden werden, da die momentatrdiste Flache

nicht groR genug ist, um eine ausreichende Meapgeptotische Zelken zu erzeugen
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5 Experimentateil

5.1 Gerateund Materialien

5.1.1 Gerate
Absaugsystem Vacusip Integra Biosciences
Brutschrank Galaxyl70 S New Brunswick
Duchflusszytometer Attune Acoustic Focusing Cytometer Applied Biosystems
Inkubationsschuttler Multitron Il Infors HT
LaborSchiittler Thermomixer comfort Eppendorf
Laser Scanning Mikroskog Axiovert 200 M Carl Zeiss
Scanning Modul LSM 510 META
Objektiv PlanApochromat 634.40 oil DIC M27
LEDReflektor PAR16 GU10 LRO78P Megaman
Microplate Reader Spectrdax M5 Molecular Devices

Eclipse TS 100 Nikon
Mikroskope

Axiovert 200 M Carl Zeiss
Photodiode StPhotodiode Hamamatsu
Sterilwerkbank MSCGAdvantage Thermo Scientific
Szintillationsdetektor LS6500 Beckman Coulter
XCELLigence RTCA SP Roche Applied Scienc
Xe/HgBogenlampe Arc Lamp Housing, Two Element Fu¢ Newport

Silica, F/1, Collimated, 500 W
U\-Lampe Deep UV Lamp, 200 W, UXM 200HO  USHIO
Netzgerat 50-200W, Model 69902 Newport
Lichtabschirmung Model 71311 Newport
Flussigkeitsfilter Aluminium, 1.5 Inch Serie, Model 61945 Newport
Manueller Verschluss Model 71430 Newport
Filterhalterung Model 71260 Newport
Spiegelhalterung $piegel Model 66245 und 66215 Newport
Zahlkammer Neubauer Bright.ine, 0.1mm Tiefe Optik Labor
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
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5.1.2 Puffer und Chemikalien

Apo-ONEHomogeneous Caspase 3/7 Assay Promega G7790
ATP AppliChem A1348,0010
w-"*P]ATPEasyTides Perkin Elmer NEG602H
CarboxyH,DFFDA Invitrogen G13293
Caspasésl03/7 Assay Promega G8091
Caspasésl08 Assay Promega G8201
3D-Angiogenesis Assay PromoCell G13010
24-well Platte mit 8 Assays

Medium

VEGF Losung

DAPI Invitrogen D3571
DIOC6 Invitrogen D273
DMEMlow glucose Sigma D6046
DMEMohne mhenofkot Sigma D5921
DMSO Sigma 41639
FBS Sigma F6178
Gentamicin Sigma G1397
HBSS Sigma H8264
L-Glutamin Sigma G7513
MTT Sigma M5655
PBS Sigma D8537
PBS miMg*'/C&* Sigma D8662
Penicillin(10,000Units/mL)-Streptomycin(10 mg/mL) Sigma P4333
Pim 1, r&kombinant exprimiert irE.coli Millipore 14573
Pim1 SubstraP70S6(KKRNRTLTV AnaSpec 63865
RPMI1640 Sigma R0883
Szintillationsitissigkeif Rotiszineco plus Carl Roth 0016.3
tert-Butylhydroperoxid, 70 % in,& Sigma 458139
h-Tocopherol Sigma 258024
TrypsinEDTA Lésung 0.05 % Sigma 59417C
WGA Invitogen W849
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5.1.3 Verbrauchsmaterialien

p-Slide 8well Ibidi 80826

6-well Mikrotiterplatten BD Falcon 7340019 (VWR)
12-well Mikrotiterplatten BD Falcon 391-0006 (VWR)
96-well Mikrotiterplatten, klar BD Falcon 734-0023 (VWR)
96-well Mikrotiterplatten, schwarz FluoroNunc 732-2699 (VWR)

96-well Mikrotiterplatten, schwarz,

optischer Boden Nunclon 7322604 (VWR)

96-well Mikrotiterplatten, weil3 LumiNunc 732-2696 (VWR)
Kryogefalie 1,6 mL Sarstedt 72.380.002

Serologische Pipetten VWR 612-1245, 6121248, 6121270
SzintillationsgefaRe (Mini Pey Vial) Beckman Coulter 592928
WhatmanFilterpapiere P81, 2,1 cm  GEHealthcare 3698321

Zellkulturflaschen, 75 cm BD Falcon 734-0050 (VWR)
Zentrifugenréhrchen, 15 mL Sarstedt 62.554.002

5.1.4 Metallkomplexe

Die in dieser Arbeit eingesetzten Metallkomplexe wurden von Doktoranden und Studenten der
ArbeitsgruppeMEGGERSergestellt und von diesen fiir die hier gezeigten Untersuchurigen
Form von 1Gmm Stocklésungen in DMS£ir Verfligung gestellt. Alle Komplexe sind mit einem
System aus Buchstaben und Zahlen gekennzeichnet, wobei derusveierstellige Buchstaben
codeauf die jeweilige Person verweist, die diese Verbindung synthetisiert hat. Die Zahlen ent
sprechen der gewéahlten Nummerierung der Komplexe durch die Hersteller und wurden fur diese

Arbeit Ubernommen.

Abkiirzung Person die die Verbindung synthetisiert hat

AW Alexander Wilbuer

ASSD Arne Schréder (Vertiefungsstudeamgeleitetvon Sandra Dieckmann)
FL Li Feng

KW Kathrin Wahler

KWPS Patrick Szabo (Bachelorstudeartgeleitetvon Kathrin Wahler)

NP Nick Pagano

SEK Sandra Dieckmann

SW Sebastian Weber (Bachelorstudartgeleitetvon Elisabeth Martin)
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5.2 Methoden

5.2.1 Zellkultivierung

Die in dieser Arbeit eingesetzten Zellen wurden in KulturgefaRen mit einer Flache voR, 78 cm
einer Wasserdampgesattigten Atmosphare mit % CQbei 37°C kultiviert. Alle mit den Zellen
durchgefihrten Arbeiten wurden in einer keimfreien Umgebung unter einer Sterilwerkbank

vollzogen.

5.2.1.1 Eingesetzte Zelllinien

HelLa

Als Standardzelllinie fur die Versuche dieser Arbeitde die humane Zervixkarzinoime HelLa
eingesetztDiese geht auf eine 1951 enthommene Gewebeprobe eines Gebarmutterhalstumors
der PatientinHENRIETTRACKSZUriick und ist damit die alteste kultivierte, menschliche Zelllinie.
Seit Uber 60 Jahren dient sie als Modellorganismus in daodischen und medizinischen
Forschung und ist Bestandteil von tber 70,000 Publikati®fi&rEinige der bedeutendsten
Arbeiten, an denen Hekzellen béeiligt waren, sind die EntwicklurdgesImpfstoffsgegen Polio
sowie die Erforschung der Zusammenhange zwischen dem humanen PapilloniHVAK)snd

der Entstehung von GebarmutterhalskreliSiner der Ausschlag gebenden Faktoren fir die
Entartung der Zellemwar eine Infektion mit HPXY8 und die daraus resultierende Inaktivierung
des Tumorsupressors p53 durclein virales Onkogef®3*#¥ Die in dieser Arbeit eingesetzten
HelLaZellen stammen aus ddfuropean Collection of Cell Cultu(BEACC) und wurden 2007

erstmalskultiviert.

Weitere eingesetztdhumaneZdllinien:

Ursprungsgewebe Anmerkung
HT29 Colon Adenokarzom multiresistent
HepG2 Leberzellkarzinom
WM3918 Melanom
1205Lu Melanom BRARMutante
HUVEC Nabelschnurvene Priméarzllen / Angiogenesemodell

Die HT29und HepGZZellen wurden von der Arbeitsgrupf@Kerles Fachbereichs Medizin der
PhilippsUniversitdt Marburg zur Verfiigung gestellt. Die WM3918d 1205LtZellen entstam
men der Kollektion de¥Vistar Institutesin Philadelphia und wurden dort fur die 3pharoid
Versuche eingesetztDie primaren HUVECsuwden von PromoCell als bereits kultivierte

Spharoide bezogen.
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5.2.1.2 Zellkulturmedium

Fur de Kultivierung der HekZellenwurde Dulbecco’s Modified Eagle’s MedigDPMEM)in der

low glucose-orm verwendet. Dieses wurde vor dem Gebrauch mitelfetalemRinderserum

(FBS) versetzt, um den Zellen die notwendigen Wachstumsfaktoren zur Verfigung zu stellen.
Daneben wurda die Antibiotika Penicillin (100 units/mL) und Streptomycin (100 pg/mL)
zugefligtsowie die Aminoséure-Glutamin in einer Endkonzentratioron 2mm. Letztere dient

dazy den erhdhten Energiaund Stickstoffbedarf der schnell wachsenden Zellen zu decken.

HT29 und HepGZZellen wurden in RPMI640 Medium kultiviert. Dieses wurde eldaits mit

10% FBSsowie 2mM L-Glutamin versetzt.Anders alsbeim DMEM wurde hier allerdings
zusatzlich zu de Antibiotika Pericillin und Streptomycinauch noch Gentamicin in einer

Konzentration vori00pug/mLzugeflgt.

5.2.1.3 Subkultivierung

Die Subkultivierung umfasstad Ablbsen der Zellen vom Kulturflaschenbodesowie die
anschlieRende Uberfiihrung einagewissenTeils der erhaltenen Zellsuspensiom frisches
Nahrmedium. Se dient sowohl der Erhaltung einer optimalen Wachstumsrate, als auch der
Versorgungder Zellenmit neuen N&hrstoffenDer beste Zeitpunkt fur die Subktivierung ist
erreicht, wenn ca. 8@0% des Kulturflaschenbodens mit Zellen bedeckt sind. Anhand dieser
Richtlinie wurden die flr diese Arbeit kultivierten Zellen ali@ Page passagiert. Hierzu wurde
zunachst das alte Medium itneinem Absaugsystem efernt und die Zellen mit &L PBS
gewaschen Danach wurden die Zellen mitrdL Trypsin bei 37C im Brutschrank inkubiert
Trypsin ist eine Peptidase, didie Oberflachenproteine eukaryotischer Zellen spaltet und
dadurch deren Bindung zum Untergrumdifhebt. Nach der kompletten Ablésung der Zellen
wurde der Vorgang durch die Zugabe vomid Medium gestoppt und die gesamte Suspension in
ein 15mL Zentrifugenrdrchen Uberfihrt.Um das Trypsin wieder zu entfernen, wurden die
Zellen fur Smin bei 100Qpm und 20°C zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend
verworfen. Das Zellpellet wurde in carrfh frischem Kulturmedium resuspendiert. Etwa2lll%
dieser Zellsuspension wurden dann, in Abhangigkeit von der Grof3e des erhaltenen Zellpellets, in
ein neuesKulturgefal? mit 2%nL frischem vorgewarmterMedium Utberfuhrt. Hierin wurden die

Zellen bis zu einer erneuten Dichte von@D% kultiviert.

5.2.1.4 Kultivierung in Mikrotiterplatten
Die Kultivierung in Mikrotiterplatten dient der besseren Zugéanglichkeit Zellen bei der
Durchfiihrung vonVersucha&. Zudemgestattet sie quantitative Auswertungerindem sie die

Madglichkeit bietet identisch grof3e Reaktionsraumdie die gleiche AnzaMultivierter Zellen
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enthalten, miteinander zu vergleichenHierbei besteht je nad Versuchsaufbgulie Auswahl
zwischen Platten mit 6is hin zu 153&avitaten(wells), wasdementsprechend unterschiedliche

zur Verfuigung stehend@eaktionsvoluminanit sich bringt

Fur die Uberfuhrung der Zellen auf die Mikrotiterplattenyrden diese genau wie bei der
Subkultivierungzunachst mit Trypsiom Substrageldst und anschlieRend abzentrifugiditas
dabeierhaltene Zellpellet wurde in ca.rBL frischem Medium resuspendie@ur Bestimmung

der Zellkonzentrationdieser Suspensionwurden 70uL einer 1:10 Verdinnung auf eine
Neubauerzahlkammelaufgebracht. Anhand des Mittelwerts der vier ausgezéahlten Quadranten
mit einem Volumen von 0.(iL wurde dann die Zellzahl/pL der Ursprungssuspenbiestimmit.
Basierend auf diesdBroflze wurdeim nachsen Schritteine Verdinnung aus frischem Medium
und der Zellsuspension erstellt, die exakt der gewlinschten Konzentration fiir den Versuch
entsprach. Diese Verdunnung wurde schlie3lich auf die Mikrotiterplatte aufgebrBehtden
96-well Plattenwurden nur de inneren 6Qvellsder Platte gefillt, wahrend die &uf3ere Reihe mit
200pL reinem Medium ohne Zellen versehen wurde. Der Grund hierfur ist die hohe
Verdunstungsrate der dul3eramells die zu einer Verféalschung der Ergebnisse fuihren kKdmn.

ein ausreichedes Anwachsen der Zellen auf ihnrem neuen Substrat zu gewéhrleisten, wurden die

Platten vor einer weiteren Behandlung fiir mindesteni2ién Brutschrank inkubiert.

5.2.1.5 Konservierung

Eine Konservierung ist in der Zellkultur entscheidend, um den urspriinglichesty@eginer
Zelllinie zu erhalten. Besonders Krebszellen neigen ,dsich im Laufe der Kultivierung zu
verandern, was bis hin zu einer erhohten Chromosomenzahl fuhren kann. Ein Teil der frisch
kultivierten Zellen sollte dahe@mmer bereits nachwenigen Woben wieder als Reserve einge
froren werden.Flr diesen Vorgang wurden die Zellen zunéchst mit Trypsin vom Substrat geldst
und anschlieRend abzentrifugiert. Das Zellpellet aus einan?Xulturflasche wurde dann in
3-3.5mL Medium, versetzt mit zusatzlieh 10% FBS sowie 28 DMSOresuspendiert und auf
spezielle Kryogefal3e .@lmL) verteilt. Diese wurdeim direkten Anschluss fur-8h bei-20°C
eingefroren und danach in eineB0 °GSchrank tberfiihrt.

Fur das Auftauen der Zellen wurden die Kryogeféife3 min in ein Wasserbad bei 3T
gehalten und anschlieRend unter der Sterilwerkbank ged6ffnet und ihr Inhalt in emL15
Zentrifugenréhrchen mit SnL Medium Gberfuhrt. Um das zum einfrieren verwendete DMSO
wieder zu entfernen, wurden die Zellen zundchis 2min bei 1000pm zentrifugiert und das
Pellet nach dem entfernen des Uberstands in etwal3frischem Medium resuspendieie
erhaltene Zellsuspension wurd@mplett in ein neues Kulturgefal? mit 28 Medium Uberfihrt

und fir mehrere Tage im Brathrank inkubiert.
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5.2.2 Belichtungsaufbau

Die fur diese Arbeit notwenigen Belichtungen wurden mit zwei unterschiedlichen Leuchtmitteln
durchgefihrt.Das eine ist eine 200/ Xenon/Quecksikr-Bogenlampe der Firma Newpamtit

einem speziellen FilteraufbgAbbildung47). Der Kern der Einheit befindet sich im luftgekihlten
Lampengehause, von wo aus das Licht Uber Spiegel konzentriert und auf einen Flissigkeitsfilter
gelenkt wird. Diese mit destilliertem Wasser gefillte Einheit absorbiert den Infrartgil des

Lichts und verhindert somit ein Aufheizen der Zellen wéhrend der Belichtungsphase. Die Wérme,
die am Flussigkeitsfilter selbst entsteht, wird Uber eine einfache Wasserkihlung abgeleitet. Um
die Bandbreite des Lichts im Versuch zu variieren, passiert diesednsten Element einen
Ordnungsfilter, der den durchlassigen Wellenlangenbereich nach unten hin begrenzt. Je nach
Fragestellung kann so mit ultraviolettem und sichtbarem oder rein sichtbarem Licht gearbeitet
werden. Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrteVMersuche wrden Cuton Filter mit
verschiedenenunteren Transmissionsgrenzevon 330, 415, 450 und 508Bn eingesetzt
(Tabelled). Die angegebenen Wellenlgan entsprechen dabei dem Puniés Filtersan dem
mindestens 78 der maximalen Transmission erreicht werden. Nach dem das Licht auch diesen
Filter durchlaufen hat, wird es von einem Spiegel nach unten auf die Mikrotiterplatte mit den
kultivierten Zellenreflektiert. Die dabei bestrahlte Flachd igrol3 genug, um etwa neuwells

einer 96well Platte mit gleicher Intensitéat zu belichten. Die Bestrahlungsstéarke, die unter diesen
Bedingungen bei den Zellen ankommt, wurde mit einer Photodiode gemessen. Sie betragt fur
den 330nm Filter 52.8nW/cn?, fiir den 415nm Filter33.8mW/cm? und fiir den 5051m Filter
29.2mWi/cn?.

Wasserkiihlung

Lampengehause
|

Fliussigkeits-
filter

Ordnungs-
filter

Spiegel

% Netzgerit
-

el 0O o
o 0,0 o

96-well
Platte

Abbildung47: Aufbau der Belichtungsapparatur: Die ilmampengehduse befindliche XeABggenlampe

wird von einem Netzgerat mit 200¥ betrieben. Vor dem Auftreffen auf der Zellatte wird das Licht
mehrfach gefiltert. Ein Flussigkeitsfilter absorbiert zundchst den Infiandéil, bevor ein variabler
Ordnungsfilter den genauen Transmissionsbereich des Lichts festlegt. Am Ende wird das Licht mit Hilfe
eines Spiegels auf die Zellen refilekt Eine verschiebbare Blende zwischen Flissigkeitsd
Ordnungsfilter ermdglicht eine kurzzeitige Unterbrechung des Lichtstrahls.
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Tabelle4: Ordnungsfilter von Newporizur Eingrenzung des Transmissionsbereichs der verwendeten
Leuchtmittel. Cuton: Wellenlange bei der 5% der maximalen Transmission erreictsind.
TransmissionsbereictBereich in dem mindestens 25 der maximalen Transmission erreiafitd.

Filter Cuton Transmissionsbereich Art. Nr.
< X 00 330 nm N.V. /
< X nwMp 400 nm 4152750 nm 59472
< X npn 435 nm 450-2780 nm 59482
< X pAap 495 nm 5052750 nm 59492
< X pcon 550 nm 5602750 nm 59502
< X pyn 570 nm 580-2750 nm 59510
< X CHAN 610 nm 620-2750 nm 59512

Die zweite eingesetzte Lampe ist ein handelsiblichg/ LEEReflektor von Megamander
immer dann eingesetzt wurde, wenn eine mobile éBehtungseinheit bendtigt wurdézw. in

den Fallen in denen eine Belichtung mit Wellenlangen deutlich oberhalb vonrb@dforderlich

war. Der Reflektor wurde in einembAtand von 68cm Uber den kultivierten Zellen platziert.
Auchin diesem Fallvurden Filter von Newport mit unteren Transmissionsgrenzen von 505, 560,
580 und 620m eingesetzt um das Spektrum der Lampe zu variieréfabelled). Die
Bestrahlungsstarkeler LEDkann aufgrund des breiten, kontinuierlichen Spektruaierdings

nur ungefahr kalkuliert werden und liegt bei maximal 4%\8//cn’.

Entscheidend fiir die eingesetzten Belichtungsvarianten ist, dass sie einen moglichst geringen
Einfluss auf die Viabiit der Zellen besitzen. Alle Belichtungszeiten wurden daher so gewahlt,
dass eine minimale Zellliberlebensraten 70% wahrend der Versucheicht unterschritten
wurde. Dies zeigen die Kontrollexperimente an H&kelen inTabelle5. Fur Versuche, die mit
der Kombination aus Xe/Hgogenlampe und dem 33tm Cuton Filter durchgefihrt wurden,
wurde eine Belichtungszeit von biin nicht Gberschritten, da hier die Zellviabilitat bereits bis
auf 79.2% (+7.1) abgesunken waBei einer Be® K i dzy” Ix4D5Anii fir 60min sinkt die
Viabilitat der Zellen auf 72% (#4.9) und bei einer Belichtung der gleichen Dauer mit
<k450nm auf 77.1% (35.9). Kein Einfluss auf die Zellviabilitat ergibt sich bei einer 60
YAYNGAISY . K505nDKLO308Y6H8.7p08ek dem Eirmgz der LED (108%4+ 8.5).

Tabelle5: Einfluss verschiedener Belichtungsvarianten auf die Viabilitat kultivierter-Fellen.

Lampe Wellenlange Belichtungszeit Zellviabilitat
< X o0o0n 15 min 79.2%(x7.1)
< X nmMmp 60 min 72.1% (14.9)
Xe/HgBogenlampe ,
< X npn 60 min 77.1% (¥5.9)
< X pnap 60 min 103.8%(+8.7)
LED ohne Filter 60 min 108.7%(+8.5)
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5.2.3 Nachweis photoinduzierter Zytotoxizitat

Fur den Nachweisiner photoinduzierten Zytotoxizitat der untersuchten Metallkomplexe
wurden zunéchst HekZellen in einer Zellzahl von 9000 Zeligall oder HT29Zellen in einer

Zahl von 20,000 Zellenkll auf einer 96well Platte ausgesét. Nach einer Inkubation vorhZ
Brutschrankwurden dann die entsprechend verdiinnten Metallkomplexe zugegeben und fir
eine weitere Stunde gemeinsam mit den Zellen inkubiert. Danach wurde ein Teil der
behandelten Zellen belichtet, wahrend der Rest abgedeckt wurde und als spéatere Dunke
kontrolle diente. 24h nach der Zugabe der Komplexe wurde die Viabilitdt der Zellenitfit
eines MTITests bestimmi{Schemal). Aus einem Vergleich der Viabilitat komplett unbehan
delter Zellen mit der Dunkelkontrolle sowie den belichtetéallen, wuden dann Rickschliisse

auf die Photozytotoxizitat der Verbinduggzogen

yﬁ J v hy Viabilitatstest

;f e ._‘_—? NADH  Formazan
24h Y5 1h 23 h NADPH Absorption
— ' — —— — R
S XM ‘Ted. bei 535 nm
Yoo

Schemad: Zeitlicher Ablauf des Nachweises photoinduzierter Zytotoxizitdt, ausgelést durch
organometalllische Komplexe.

Von einem Austausch des Mediums vor der Belichtung, um &isndnicht in die Zelle
aufgenommene Komplexe zu entfernen, wurde abgesehen. Ein solcher Austausch waére
notwendig, wenn auch die extrazellularen Komplexe einen Einfluss auf den zytotoxischen Effekt
hatten. Dies konnte allerdings mit einem einfachen Versaobgeschlossen werden. Hierzu
wurde flr die Verbindung SEK030 eine zweite Bestimmung des\E@s durchgefiihrtbei der

das Medium mit dem Komplex vor der Belichtung entfernt und gegen frisches ausgetauscht
wurde. Das Ergebnis dieses Versuchs war eig-\#&t von 0.18M (x0.02). Ohne einen
vorherigen Medientausch liegt der Wert bei 012 (£0.03). (Die einzelnen Messwerte der
Kurven befinden sich im Anhang in Tabé&Be) Das zeigt, dass extrazellular lokalisierte
Komplexe, unter Beriicksichtigung rdMessgenauigkeit, sgut wie keinen Einfluss auf die
Ergebnise der Versuche haben. Aus praktischen Griinden wurde daher von einem Austausch
des Mediums vor der Belichtung abgesehen. Dies hat gleichzeitig den Vorteil, dass die Viabilitat
der Zellen der Dunkelkontrolle, die somit Uber einen Zeitraum voh @dm Komplexusgesetzt

sind, ein deutlich besseres Bdér Toxizitat der Verbindung derspiegelt.
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5.2.3.1 Inkubation dea Metallkomplexe

Alle in dieser Arbeit verwendeten organometallischen Komplexe wyrdesgehend von einer
10mm Stockldsung in DMSO, fur den weiterendaiz in den biologischen Versuchen verdinnt.
Fur den Nachweis einer Photozytotoxizitdt wurde der entsprechende Komplex zunachst in der
doppelten Menge der gewiinschten Konzentration in Zellkulturmedium geBabei wurde
darauf geachtet, dass der DM3@teil dieser Lésung fur alle Versuche konstant bé&b fag.
100pL dieser Verdinnung wurden dann zu den bereits vorhandenerpllQ@edium,in die
wellsder 24h zuvorausgesaterZellen, pipettiert.Durch diesen Schritt halbiert sich sowohl die
vorherrschendeKomplekonzentration als auchder DMSGQGAnteil im Medium wahrend des
eigentlichen Versuchs. Das Pipettierschema der Plati@ i&bbildungd8 dargestellt. Insgesamt
wurden nur 18wellsmit dem Komplex versehen. Die eine Hélfte dieseliswurde im spégren
Verlauf desVersucls belichtet, wahrend dieandere Halfte als Dunkelkontrolle dientdlle
restlichenwellswurden mit 100uL einer 2 %gen DMSGL6sung in Mediunbefillt und dienten
als Referenz flir eine 10Bige ZellviabilitatWwahrend der Belichtung wurde die komplette linke

Halfte der Platte abgedeckt.

2 3 4 5 9 10 11 12 Abbildung48: Pipettierschema eines Versuct

A O O O O O O OO O O O O zum Nachweiseiner photoztotoxischen Wirkung
B O Q Q Q O Q OQ O O O Q von Metallkomplexen De &uRerste Reihe del
wells wurde freigelassen und mit 20QlL reinem
c Q Q Q Q Q Q OQ Q Q Q O Medium eflllt, um ein verdunsten von
D OOOOOO A OOO Flussigkeit aus den fir die Messung relevant
E OQQOOO ::{’ wells zu verhindern.Grau unterlegt: wells mit
) @ unbehandelten Zellen (représentieren ein
i OOOOQQ ~ 100%ige Viabilitat)gran unterlegt: unbelichtete

Q00
000 _
G O O O O O O QO O O O O Zdlen + Metallkomplexgelb unterlegt:belichtete
HOOOOOOOOOOOO | zellen wMetallkomplex

5.2.3.2 Viabilitatstest

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurdgn MTT-Test durchgefuhrt Dieser basiert auf der
Reduktion des Tetrazoliumsalzes Methylthiagolizoliumbromid (MTT) durch diReduktions
aquivalente NADH und NADPBEtide werden im Zuge des zellularen Stoffwechsels wahrend der
Glycolyse, dem Citratzyklus oder dem Penthosephosphatweg gebildet und ihre Reduktionskraft
steht daher in direktem Zusammenhang zur Viabilitdt der Zelle. Durch diekfen wird aus

dem gelben, wasserloslichen MTT das blalette, wasserunldsliche FormazéBchemab). Die
Intensitat des gebildeten Farbstoffs ist dabei proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven
Zellen und lasst sich mit Hilfe der charakteristest Absorption des Formazans bei 3886

guantitativ bestimmen.
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NADH Q
Ol s e O
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MTT Formazan

Schemab: Reduktion des gelben Methylthiazoltetrazoliumbromid durch intrazelluldares NADH und NADPH
zum blauvioletten Formazan.

Fur die Durchfuhrung des Testgurde das als Pulver vorliegende, lichtempfindliche MTT
zunachst irPBS geloH0.5% (w/v)) Die erhaltene Lésung wurde sterilfiltriert und anschlie3end
1:11 mit Zellkulturmedium verdunntn dieser Form wurde das MTT mit den kultivierten Zellen
inkubiett. Hierzu wurdedas in denwells befindliche Medium entfernt und durch 2QQ. der
MTT-LAsung ersetztDies wurde nicht nur fiir die 60 mit Zellen versehemeils durchgeflhrt,
sondern auchir sechs Ran@vellsin denen sich keine Zellen befanden (Blindm@pltDanach
wurde die Plattefir 3h im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden l58ler
MTT-Losung abgenommen und durch @0 DMSO ersetzt. Dieser Schritt dient der Zerstérung
der Zellen und sorgt dafirdas sich dasgebildete Formazan gleichméaRig im ganzeell
verteilen kannUm diesen Vorgang zu unterstitzen, wurde die Platte zusatzlich fimii®ei
37°C und 150pm in einem Inkubationsschuttlenkubiert. AnschlieRend erfolgte die Messung
der Absorption bei 535m mit einemMicroplate Reader

Fur die Auswertung wurderunéchstdie erhaltenen Absorptionswertder Blindprobegemittelt.

Der erhaltene Wert wurde dann von allen anderen Absorptionswert@s Hintergrund
absorption abgezogerAnschlieBend wurden did/erte der 100%-Kontrolle gemittelt. Hierfur
wurden neunwells ausgewéhlt, deren Zellen ledigliamit 1% DMSO behandelt wurden.
Basierend auf diesem Absorptionswert, der eine hundertprozentige Zellviabilitat reprasentiert,
wurden die Uberlebensraten der Hen in den (brigenwells nach der unten stehenden

Gleichung berechnet.

AT (‘j\éﬁ\AE'QA' AOOADROBABOG a'il AT prm
' nT AOT OBA®II AAEAT AR OIAIAT E

Im Anschluss daran wurde der Mittelwert fur alle gleichbehandeltesils gebildet und die
entsprechende Standardabweichung berechnet. Fir alle in dieser Arbeit dargestellten
Ergebnisse wurde, soweit nicht anders vermerkt, die Zellviabilitdt vonell® gemittelt, diein

zwei unabhangigen Experimenten zu je newells gemessen wurden Ebenso wurde die

Standardabweichung auf der Basis diesewg&fisberechnet.
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5.2.3.3 Bestimmung des EgWerts

Fur die Bestimmung der E@Verte in dieser Arbeit, wurde zunachst der lichtabhangige und
lichtunabhangige Einfluss der jeweiligen Metaltygexe auf die Zellviabilitdit in einem
Konzentrationsbreich von 0.04100uM bestimmt. Die dabei fur jeden Komplex haltenen
sieben bis neuatenpunkteaus den MTATestssowie ihre Standardabweichung&urden mit
Hilfe dea OriginSoftware einer Ausgleichsrechnung unterzogen. Die beste Anpasaundie
gemessena Daten konnte dabei mit einem sigmoidalEit der Funktion Logistik erzielt werden.
Basierend auf dem erhaltenen Kurvenverlauf, wurde dann ebenfalls mit HilfSafevaredie
halb maximale effektive Konzentration bestimmt, die fir eine %@e Zelliberlebensrate

ausschlaggebend ist.

5.2.4 EchtzeitZellviabilitatsAnalyse

Die Echtzeit Viabilitats Analyse wurde mit eineBELLigend®TCA SP System der Arbeitsgruppe
Ockeram Fachbereich Mediz der PhilippdJniversitat Marburgunter der Mithilfe von
ANNALENAMERKELdurchgefuhrt. Das xCelLigenceSystem arbeitet mit speziellen 96ell
Mikrotiterplatten, in deren Boden einzelne Goldelektroden eingearbeitet sMi Hilfe dieser

so genannterEPlatten ist es moglichden Widerstand an jedenwell individuell zu messen und
dadurch Informationen uber die Viabilitdt der Zellen in Echtzeit zu erhalten. Die entscheidende
GroRRe, die das System dabei misst, ist die Kontaktflache der kultivierten Zeiledem
Plattenboden. Nimmt diese zu, so erhoht sich auch der gemessene Widerstand an der Elektrode.
Das als Zellindex gemessene Signal ist daher umso groR3er, je mehr Zellen awélEBoden
angesiedelt sind. Folglich steigt das Signal in al@anglichenWachstumsphase nach dem
Ausséen der Zellehesondersstark an.Jedochist nicht nur die Anzahl der Zellen ausschlag
gebend fur die Starke des Signals, auch die Kontaktflache, die jede einzelne Zelle mit dem Boden
ausbildet ist entscheidend. Diese ist besonders grof3 bei gesunden Zellen. Gestresste Zellen
neigen hingegen dazu eine runde, kompaktere Struktur anzunehmen, mit einer geringeren
Kontaktflache zum Untergrund. Im Falle eines Zelltods kommt es schliellidtornptetten
Abldsungder Zellenvom Untergrund und damit zu einem drastischen Abfall des gemessenen
Signals.

Fur den Versuch wurden HelL&T29 und HepGZZellen in einer Dichte von 10,0@@llenivell

auf einer 96well EPlatte ausgeséainachdem das Gerat zuvortrder gleichen Platte ohne Zellen

und 50pL des entsprechende Mediums geeicht wurBée ausgesaten Zellen wurden fir 124

im Brutschrank unter standiger Aufzeichnung des Zellindex inkubiert. Danach wurde das

Medium abgenommen und durch50uL einer, ebenélls in Medium verdinnten, Losurdes
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Komplexes SEK030 ersetzt. Die Platte wurde daraufhin atrie das im Brutschrank befitidhe
XCELLigencBystem gestellt und der Zellindex auf einen Wert von eins normiert. Nach einer
weiteren Stunde wurde ein Teil déllatte fur 60min mit einem LEDReflektor belichtet. Die
Datenaufzeichnung wurde auch nach der Belichtung fiir weiterb fttgesetzt.Anhand des
gemessenen Zellindex konnten anschlieBend Rickschlisse Uber das Adhasionsverhalten der

Zellen und damit ihe Viabilitatwahrend der gesamten Versuchsdaugzogen werden.

5.2.5 Fluoreszenzfarbungen

Fur die morphologischen Studien der photodynamisch behandelten Zellen, wurderZEkgra

in einer Zahl von 10,0(ellentvell auf einem ZellkultuBiochip [i-slide mit acht Kammern
ausgesat. Die Zellen wurden Uber Nacht im Brutschrank inkubiert und anschlieend mit dem
Komplex SEK030 behandelt. Hierzu wurdeali@sMedium aus derKammernabgenommen und
durch 200uL einer Ium Verdinnung deskomplexes in frischem Mediupversetzt mit 1%
DMSO ersetzt. Nach einer Stunde Inkubation, wurde ein Teil der Zellen fimitbmit einem
LEDReflektor belichtet, wahrend die Kontrollzellen direkt fur die Auswertung am Fluoreszenz
mikroskop vorbereitet wurden. Fir die entsprechendegrbungen wurden die Zellen zunéchst
mit HBSS gewascheand anschlielend mit 8@g/mL WGATMR (Tetramethylrhodamin
konjugierteswheat germ agglutinihund 100um DAPI(4",6-Diamidin2-phenylindol)behandelt.

Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden zu unterschidiin Zeitpunkten direkt zunin den Kammern
befindlichen HBSSPuffer pipettiert. Wahrend das WGA flr &8n inkubiert wurde, betng die
Inkubationszeit des DAJFBarbstoffs nur 5min. Anschlielend wurden die Zellen mit HBSS
gewaschen und in 2Q0L frischen Puffer aufgenommen. Die Auswertung der Farbung erfolgte
mit einem Axiovert 200 Laserscamikroskop von Carl Zeiss mit der entsprechenden ZEN 2008

Software.

5.2.6 Intrazellulare Detektion reaktiver Sauerstoffspezies

Der Nachweis intrazellularer reaktiver Sasteffspezies erfolgte mit dem speziell flr diese
Zwecke entwickelten NachweisreagenS-(und6)-Carboxy2”,7-difluorodihydrofluoresein-
diacetat (Carboxy,DFFDA).Dies ist eine modifizierte Variantdes Fluoreszenzrbstoffs
Fluorescein. Die beiden Acetylgruppen dienen dabei zunachst einer Inaktivierung der
Verbindung und werden in der Zelle durch die dortigen Esterasen abgespalten. Die zuséatzliche
Carboxygruppeverhindert eine anschlieRende Rickdiffusion des Faffsstaus der Zellelm
Gegensatz zu der ebenfalls haufig eingesetzten dichlamante der Verbindungerhdhen die

beiden Fluorsubstituenten die Photostabilitdt des Farbstoffs und machen ihn daher zu einem
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geeigneten Nachweisagens fir die Fragestellungeder Arbeit.CarboxyH,DFFDAwird passiv
von den Zellen aufgenommen und akkumuliert anschlieRend im Zytdach der Abspaltung
der Acetygruppen durchdie Esteraseriegt der Farbstoff zunachst in seiner ni¢htoreszenten,
reduzierten Form vorDiese kann nun von intrazellularen Sauerstoffradikalen angegriffen,
oxidiert und in den grufiuoreszierenden FarbstoffarboxyDFF umgewandelt werden, welcher
anschlielend miHilfe der Fluoreszenzspektroskopiachgewiesen werden kanfschemab).

Die haufigsten Reaktionspartner der Verbindung sinderoxyl, Alkoxyl, Hydroxyt und
Carbonatradikaleoder auch NG-Radikale.Nicht oxidiert werden kann die Verbindung durch

H,O, oder SuperoxieAnion.

HO o OH
o O O U
5 T
& COOH _~_COOH
COOH Spaltung durch e \\| ROS

? COOH zellulére Esterasen 6 % COOH
5

Fluorescein Carboxy-H,DFFDA Carboxy-DFFH Carboxy-DFF

Schemab: Intrazellulare Nachweisreaktion fur reaktive Sauerstoffspezies mit dem Fluordszsigrten
Farbstoff Carboxy,DFFDA.

Fur die Durchfihrung des Versuchs wurden Heledlen in einer Konzentration von 18,000
Zellentvell in einer schwarzen 9t&vell Mikrotiterplatte mit optisch klarem Boden ausgesat. Fir
die Kultivierung wurde in diesem Fall ein DMEMdium ohne Phenolrot verwendet. Nach einer
Inkubation von 24 im Brutschrank, wurde das Medium abgenommen und durchulO8iner

10 um CarboxyH,DFFDA.Gsung ifPBS ausgetauscht. Um ein Ablésen der Zellen von Untergrund
zu vermeiden wurde dabei ein spezieller PBSPuffer mit zusétzlichen Calciumund
Magnesiumionen verwendet. Das Nachweisreagens wurde fimit den Zellen im Brutschrank
inkubiert und anschlie3® abgenommen. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und
anschliel3end fur eine weitere Stunde mit einer Verdinnung des Komplexes SEK030 in frischem
Medium inkubiert. Das Volumen betrug dabei 340 prowell und enthielt konstant fur alle
Verdinnungen einen ieil von 1% DMSO. Als Positivkontrolle wurde ein Teil der Zellen mit
dem starken Oxidationsmitteébrt-Butylhydroperoxid inkubiert. Die Zellen der Negativkontrolle
wurden hingegenlediglicheiner 1 %dgen DMSGL6sung in Mediunausgesetzt. Nach Ablauf der
Stunde wurde ein Teil der Zellen fir @in mit einer Xe/Hg 2 3 Sy  bx%B0518n) liekchtet.

Im direkten Anschluss daran erfolgte die AuswertamgeinemMicroplate Reade(Ex492nm /
Em527nm). Die gemessene Fluoreszenz kammach Abzug der Blindprobe und der

Negativkontrolleals gesteigerte oxidative Belastung der Zellen interpretiert werden.
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5.2.7 Zellzyklusanalyse

Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen lasst sich in konkrete einzelne Phasemgkadeeginnt

mit der GIPhasein der die Zelle wéachst und sich auf die bevorstehende Teilung vorbereitet. In
der anschlieRenden-Bhase beginnt die Replikation der DNA. Nach ihrem Abschluss erfolgt eine
erneute Wachstumsphase (G2ylie schlie3lich in die Mitose @{@hase) Ubergeht.Ein
charakteristisches Merkmal jeder einzelnen Phase ist der-OBialt der Zelle. Er entspricht in

der GXPhase dem normalen diploiden Chromosomensatz und steigt wéahrend -8rase
kontinuierlich an, bis er sich in der &2 -Phase schliel3lich verdoppelt h&ellen, die sich nicht

im Wachstum befinden und stattdessen den programmierten Zelltod durchlaufen, besitzen
einen nukléren DNAGehalt untehalb dessender G1Phase. Das liegt daran, dass die DNA
wahrend der Apoptose von Caspeadivierten DNasen gespealt wird und diesinzelnen, dabei
entstehendenFragmente aus dem Zellkern hinaus diffundieren. Zellen mit dieser Eigenschaft
werden unter der suls1 Phase zusammengesasBasierend auf diesy Uberlegungen lasst
sich mit Hilfe einer Bestimmung des nuéiten DNAGehalts, eine Aussage Uber die Phase des
Wachstumszyklus einer Zelle treffen. Hierbei haben sich eine Anfarbung der DNA mit
Propidiumiodid(Pl)und eine anschlie3ende quantitative Auswertung mit Hilfe der Durchfluss
zytometrie als geeignet®ethode in der Molekularbiologie durchgeset®I ist eine Verbindung,

die stochiometrisch an Nukleinsduren bindet und dabei ihre fluoreszierenden Eigenschaften
verstarkt.

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse wurdéglaZellen in einer Konzentration von
60,000 Zellen pravell in 12-well Mikrotiterplatten kultiviert. Nach 24 wurde dem Medium
SEKO030 (fim) sowie DMSO zu einem Anteil von insgesa® 2ugefiihrtNach einer weiteren
Stunde Inkubation im Brutschrankvurde ein Teil der Zellen flr 608in mit einer Xe/Hg

. 23Syt | YLI8mM) befichte.24ih ngzh der Zugabe des Komplexes wurde das Medium
abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurden sie mit Trypsin von
Plattenboden gelds Die erhaltene Zellsuspensi@owie das abgenomnmme Mediumund der
Puffer des Waschgangs wurden in einemrthb Zentrifugenréhrchen vereint und bei 10G6n

fir 5min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pall600uL

einer hypotonen PHL6sung, bestehend aus $@/mL Pl, 0.264 Natriumcitrat und 0.1%
Triton X-100 in destilliertem Wassegelost Durch den hypotonen Charakter der Lésung und das
zusatzliche Tritox-100 wurden die Plasmamembranen der Zellen durchlassig und nur die
Zellkernebliebenfur die anschlieRende Bestimmung dellAGehalts bestehenDie auf diese

Weise fertiggestellten Proben wurden fiurhlauf Eis inkubiert unénschlieend mit einem
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Durchflusszytometer analysiert. Die dabei gemessene Fluoreszenz der einzelnen Zellen wurde

anschlielRendnhand von Referenzwerteden verschiedenen Zellzyklusphasen zugeordnet.

5.2.8 Nachweisder CaspaséAktivitat

Caspasen sind ein wichtiger Bestandteil der Eumbgit und Ausfihrung der Apoptose und
gehdren entsprechend ihrer proteolytischen Aktivitat zur Enzymgruppe der Proteasen.
Allgemene charakteristische Merkmale der Caspasenl giim Cysteinrest im aktiven Zentrum
sowie das Vorhandensein e Aspartats innerhalder Erkennungsequenzhres Substrat§: !
Beiden Eigenschafterverdankt das Enzym die Bezeichnun@ysteinyl aspartatespecific
proteinase wovon sich der heute gebrauchliche Na@aspaseableitet. Insgesamt umfasst die
Caspasd-amlie mehr als zehrbekanne Mitglieder,deren jeweilige Funktion in der Ereignis
kette der Apoptose mehr oder weniger gut beschriebsth Jede Caspase erkeniriSubstrat
anhand einer vier Aminosduren lange Pepticsequenz die ihr die Spaltung ausgewéhlte
Zielproteineermoglicht Auf diese Weise erhdlt jede Caspa&$ee eigene Funktiorwahrend des
Ablaufs des programmierten Zelltods

Der Nachweis aktiver Caspasendst eindeutiger Beweis fir das Stattfinden der Apoptose und
wird daher haufig bei deUntersuchung zytotoxischer Verbindungen eingesetzt. Ein einfache
und effektive Weg zur Umsetzung dieses Vorhabenst die Kopplungeines geeigneten
Nachweismolekisl mit der Substratsequenz einer bestimmten Caspasédiese Weise entsteht
ein zunachstinaktiver Nachweistoff, der von der entsprechenden Caspase gespalten und
aktiviert werden kannZwei der gangigen Methoden, die auf diesem Prinzip basieverden in

dieser Arbeiangewendetund werden im Folgenden naher erlautert

5.2.8.1 Apo-ONEHomogeneows CaspaseAssay

Fur den Nachweis der Aktivitdt der Caspasen 3 und 7 wurde der hierfiir entwickelte Test
Apo-ONEvon Promega eingesetzt. Dieser basiert aer speziell abgewandelten Variante des
Farbstoffs Rhodamin 110, bei der die fluoreszierende EigerisgbgafMolekiils zundchst durch

die Kopplung an das Tetrapeptid DEVD gequencht #chem&). DEVD ist die Substrat
sequenz der Caspasen 3 und 7 und sollte demnach auch nur in deren Anwesemheit vo
Nachweisreagens abgespalten werden. Das dabei entsteheludeeszenzsignal ist proportional

zur Aktivitat der untersuchten Caspasen.
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Schemar: Auf dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 110 basieredgerONEHomogeneousaspass/7
Nachweis von Promega.

Fir den Versuch wurdeHelLaZellen in einer Zahl von 18,000 Zellerll in einer schwarzen
96-well Mikrotiterplatte ausgesat. Nach einer Inkubation vont2dvurde das Medium entfernt
und durch 10QuL einerVerdinnung des Komplexes SEK(BAM) in Medium mit 1% DMSO
ersetzt. Dese wurde fur T mit den Zellen im Brutschrank inkubiert und anschlie3end mit einer
Xe/Hg. 2 3 Syt hBA5KM) fhird0 min belichtet. Danach wurden die Zellen erneut filn 5
im Brutschrank inkubiert, bevor sie mit zusatzlichen fiDesNachweisreagens-BEVBR110
behandelt wurden. Dieses wurde zuvor nach den Angaben des Herstellers 1:100 mit einem
speziellen Puffer der Firma Promega verdinnt, desaerktion in der Lyse der Zellsowie der
Erhaltung der Caspagkktivitat besteht.Nach éner Inkubation von 6@nin bei Raumtemperatur
und 350rpm, wurde das Fluoreszenzsigur Probenmit einem Microplate Readegemessen
(Ex 485ym / Em 53&m). Als Positivkontrollgvurde zusatzlich die Aktivitat der Caspasen nach
einer 5stiindigen Inkubatin des Kinaseinhibitors Staurosporin bei einer Konzentration yon 1
gemessen. Als Negativkontrolle dientgie Ublich die Inkubationder Zellenin Medium versetzt

mit 1% DMSO.

5.2.8.2 CaspasésloAssay

Das Caspas€lo Verfahren ist eine von der Firma Promeganéckelte, Lumineszerlasierte
Nachweismethode zur Bestimmung der Aktivitdt verschiedener CaspAseiers als bei dem
zuvor beschriebenen Fluoreszemasiaten Nachweis, wird hiedas Substrat der Liferase mit
einem Caspasspezifischen Tetrapeptid v@hen(Schema). Dasauf diese Weisenodifizierte
Aminoluciferin reagiertnach seiner Spaltung durch die entsprechende CaspaeSauerstoff

und ATPzu einem angeregten Oxyluciferin. Im Zuge seiner Ruckkehr in den Grundzustand
entsendet dieses ein Phlan, dasals Lumineszenzsigngémessen werden kann. Der entschei
dende Katalystor dieser Reaktion ist die Literase, die ebenfalls im Reaktionsgemisch-ent
halten ist.Ein Vorteil dieser Methode im Vergleich zum Fluorestasterten Nachweis ist ihre
deutlich héhere Sensitivitdt und das Fehlen méglicher Hintergrundstrahlung durch angeregte

Molekile im Reaktionsgemisch.
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Caspase 8 Nachweis: R =Z-LETD
Caspase 3/7 Nachweis: R = Z-DEVD

H
COOH

RN s N COOH HzN s. N AMP + PP, + CO, +
/>—</ j/ tand />—< j/ + 02 + ATP R > Licht
N S Caspase N Luciferase IC

%
S
2+
modifiziertes Mg

. [ Aminoluciferin
Aminoluciferin

SchemaB: Funktionsveise des Lmineszenzasierten CaspaséloNachweigsvon Promega.

In dieser Arbeit wurde sowohl die Aktivitdt der Caspase 8, als auch die zeitabhdngige Aktivitat
der Caspsen 3 und 7 mit der Caspa&do Methode gemessen. Das Substrat im CasjBase
Nachweis war dabei mit dem Tetrapeptid LETD versehen, wahrend das fiur die Caspasen 3 und 7
erneut die Sequenz DEVD trug.

Fir de Versuclke wurden HelL&ellen in einer Zahl von 20,0@@llenivell auf einer weil3en
96-well Mikrotiterplatte ausgesat und fii24h im Brutschrank inkubiertDanachwurde das
Medium aus demwellsabgenommen und durch 1Q€L einer Verdinnung des Komplexes SEK030
in Mediumersetzt(1um SEKO030, % DMSQ)Zellen der Negativkontrolle wurden lediglich mit
1% DMSO behandelt. Es folgte eine Inkubation earer Stundeim Brutschrank unddie
anschlieRende Belichtung eines Teils der Zellen mit einer Xe/2i@ Sy f 1X805&m) fhir<
30min. Danach wurden die Zelleje nach Fragestellung des Versucfis eine gewisse Zeit
zuerstim Brutschrank undlie letzte halbe Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Fir die Durchfihrung des Nachweises wurde jedeB mit zusatzlichen 100QL des fertig von
Promega gelieferten Caspa&do Reagants versehen. Hierin lesiten waren sowohl das
entsprechend modifierte Aminoluciferin und die Liferase selbst, sowie samtliche Puffer
bestandteile flr eine optimale CaspaAétivitdt und die Lyse der ZelleRlr den Nachweis der
Caspase 8 Aktivitat wurde das Gemisch zusétzinit dem Proteasormnhibitor MG132
versehen, um stérende Hintergrundsignale zu vermeiden. Wieftend wurden die Proben fir
3min bei Raumgmperatur und 40@pm inkubiert bevor sie mit einemMicroplate Reader
ausgewertet wurdenFir den Nachweis dera€pase 8 Aktivitat wurdeine Positivkontrollemit
2pug/mL TRAILTNFrelated apoptosisnducing ligangl durchgefiihri welches ein bekannter

Aktivator des extrinsischen Apoptosewegs ist.

5.2.9 Messungvon Veranderungen inlmitochondrialen Membranpotential

Das mitochondriale Membranpotentidbasiert auf einem von der Atmungskette aufrecht
erhaltenen Protonengradienten Uber der inneren Membran und dient als Energielieferant fir die

ATRSynthaseEine Veranderung des Potentials thi@uptsachlich im Zusammeahg mit einer
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erhohten Protonenleitfahigkeit der inneren Membraauf und fihrt za Entkopplung der
Atmungskette.Ein kompletter Verlust des Gradientéat zur Folge, dass ewmichtiger Teil der
Energeversorgung der Zelle verloren geltieser fatale Schtt tritt jedoch normalerweise nur

im Falle des Zelltodsin, wenn die Mitochondrienmembran zerstort odelurch die dauerhafte
Offnung von Kanélgrdurchlassig fir Hlonen wird.5 S NJ + S NI ¢z&tiein Mearkyhal fes
Apoptose und wurde als solches inghe Arbeit untersuchtAls Nachweisreagens diente hierbei
3,3-Dihexyloxacarbocyanin (DIiOCB6). Dieser lipophile, kationische Farbstoff lagert sich in einer
N m-abhangigen Weise in den Mitochondrien and erzeugt dort ein starkes Fluoreszenz
signal. Ein Velust des Membranpotentials geht daher mit einem gleichzeitigen Verlust der
Fluoreszenzintensitat einher.

Fur den Versuch wurden HeFallen in einer Zahl von 500,08@llenivell in einer 6well
Mikrotiterplatte ausgesét und fir 2d im Brutschrank inkubiér Nach dem Anwachsen wurde
das Medium abgenommen und durchn® einer Jum Verdinnung von SEKO30 finschem
Medium ersetzt.Die Losungenthielt eine Gesamtibnzentration vonl % DMSO. Als Kontrolle
dienten Zellen, didediglich mit 1% DMSO haltigeriledium behandelt wurdenDie jeweiligen
Verdinnungen wurden fir & mit den Zellen im Dunkeln inkubiert und ein Teil von ihnen
danach fiir 1h mit einer Xe/Hg 2 3 Sy t hB0518n) lbekchtet. Nach einer anschlieRenden
Inkubation von 3 oder & wurde das Mdium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Dieser Schritt diente als Vorbereitung fur die folgende Ablésung der Zellen vom
Plattenboden mit InL Trypsin. Die geldsten Zellen wurden in ein Zentrifugenrdhrchen mit 2
Medium Uberfilhrt und der Zellgehalt der Suspension mit einer Neubadéhlkammer
bestimmt. Die restlichen Zellen wurden abzentrifugiert und200uL DiOC&.6sung (20 in
PBS) pro 100,000 Zellen aufgenommen. Die so erhaltenen Proben wurdennfiim B@i 37°C

im Dunkeln inkuldrt und anschlieend auf Eis gestellt. Die Auswertung erfolgte mit einem
Durchflusszytometer der Arbeitsgrup@KeR/on Fachbereich Medizin der Philigpsiversitéat

Marburg.

5.2.103D-Angiogenese Test

Fur den Nachweis eingn vitro antiangiogenen Wirkung des iKplexes AW0234 wurdéas

Verhalten entsprechend behandelter Kapillafgitdender Endothelzelsphéaroide untersucht.
Die hierfur benétigten HUVEQHuman Umbilical Vein Endothelial Oelisirden von der Firma
PronoCellals bereits kultivierte Spharoide inner KollageAMatrix bezogenlm Gegensatz zu
den permanentenKrebszelllinien, kdnnermolche priméren Zellen nicht dauerhaft kultiviert

werden und muissemlaher stets aus frischem Gewebe nachgezogen werd#ers macht ihre
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Anwendung deutlich komplizierterbietet jedoch den Vorteil dass mehrder natirlichen
Eigenschaftemler Zellen erhalten bleibemie in dieser Arbeit eingesetzten Sphéaroide wurde

einer 24-well Platte geliefert die zu etwa 0.5m mit cer KollagerMatrix gefillt war Darin
eingebettet befanden sich zahlreiche Aggregate bestehend aus j&@D&ellenDirekt nach

ihrer Ankunft wurde die Platte fir 30min im Brutschrank inkubiertDanach wurde das
Transportmedium aus den einzelnerells entfernt und durch 20QL in Mediim verdinntem
AWO0234 ersetztEbenfalls in diger Losung enthalten waren DMSG@wie der Wachstumsfaktor
VEGF (jeweilige Endkonzentration: DMB®W; VEGF 2&%g/mL).Als Positivkontrolle wurden die
Zellen mit 25ng/mL VEGF und% DMSO behandelt. Die Nagatintrolle enthielt lediglich 26
DMSO.Die behandelten Spharoide wurden fur B8m Brutschrank inkubienind danachmit

Hilfe eines Lichtmikroskops (Axiovert 200 M von Zeiss) ausgewertet. Hierzu wurden einzelne
Sphéroide abfotografiert und anschlieRen@ djewachsenen Sprosse vermessen. Danach wurde
fur jeden Sphéroid die Lange der einzelnen Sprosse zur kumulativen Sprosslange Ruidiert.

Wert wurde Uber mindestens zehn Spharoide gemittelt und als aussagekraftige GroRRe fur
antiangiogene Wirkung von AVZ84 herangezogerdm eine Kinaseanabhangige Wirkung des
Inhibitors auf das Sprosswachstum auszuschlieen, wurde als zusétzliche Kontrolle eine
N-methylierte Variante des Komplexes untersucht, die nachweislich keinen hemmenden Effekt
auf die VEGRezeptoen hat!**®

5.2.11Bestimmung der I§g-Werte

Die Bestimmung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration des Komplexes SEKOQ30 fir
die Proteinkinase Pim1 wurde mit Hilfe eirsuf radioaktivemw-*P]JATP basierenden Methode
durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Reaktionsgemisch aus {tBOHO, 100uL Reaktionspuffer
(40mmMm MOPS/NaOH; 56 MgOACc; pH 7) und 50L Substrat(500um) erstellt und mit 10QuL
Kinase (16M in 20mmM MOPS/NaOH; v EDTA; 0.0% Brij35; 3 Glycerin; 0.%
2-Mercaptoethanol; 1mg/mL BSA; pH 7) versetdel7.5uL dieses Ansatzes wurden in diells
einer 96well Mikrotiterplatte pipettiert und mit 2.5uL des entsprechend in DMSQOH (1:1)
verdinnten Komplexes versetzt. Die Ansatze wurden gut gemiguhtfir 30min bei Raum
temperatur im Dunkeln oder unter Belichtung mit einer Xe/Hg 3 Sy f x¥3018M) ibke
biert. Diese Phase dieatder Anlagerung des Inhibitors im aktiven Zentrum der Kinhlseh
Ablauf derZeit wurden den Reaktionslosungemub einer ATR6sung (50 um in HO, versetzt
mit 0.4 / A*PIATP zugegebenEs folge eine erneute Inkubatioriiir 30min im Dunkelnbei
Raumtemperatur Wéhrend dieser Zeitvurde das ATP von den nicht inhibierten Kinasen

umgesetztund einer seiner Phosphatresteauf das Subsat tUbertragen 14puL des Reaktions
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gemischs wurden anschlieRend auf eWhatmanFilterpapier pipettiert und fir 5min
getrocknet. Danach wurden die Filterpapiere i 0.75% Phosphorsaure und 1x mit Aceton
gewaschen. Wahrend diesem Schritirdeen alle Bestandteile des Reaktionsgemischs entfernt,
mit Ausnahme des Substrats, welcheger sauren Bedingungen eine Wechselwirkung mit den
DiethylaminoethyiGruppen des Filterpapiers eingeht. Das getrocknete Papier wurde
anschlieend in ein Szintillah GefalR mit 3nL Szintillatiosfliissigkeit Gberflhrt undlie dabei
entstehendenLichtblitze mit einem Szintillationdetektor gezahlt Fir die Auswertung wurde
zunachst die Hintergrundstrahlung von den gemessenen Werten subtrahiert und anschliel3end
die Restaktivitdt der Kinase nach der Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen SEK030
bestimmt. Als Referenz diente hiei eine unbehandelte Probe, deren Aktivitat mit 190
gleichgesetzt wurdeFur die erhaltenen &enpunkte wurde mit der Origi$oftware éne

Ausgleichsrechnung durchgefiihrt, mit deren Hilfe degWert bestimmt wurde.
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5.2.12Nicht selbststandig durchgefiihrte roeiten

5.2.12.13D-Zellkultur

Die in dieser Arbeit gezeigten 3d{ulturexperimente mit den Melanofgelllinien WM3918 und
1205Lu wurden anWistar Institute in Philadelphia in der Arbeitsgruppe VMEENHARIERLYN
von ADINAVULTURUNd BATOOLSHANNAN durchgefihrt. Beide Zelllinien wurden in DMEM m#65
FBS kultiviert. Fur die Praparation der Sphéaroide wurden p202ellsispension (25,000
Zellen/mL)in einer 96well Mikrotiterplatte ausgekleidet mit 1.86 Agar ausgesét und fur A2
inkubiert. Die wahrend dieser Zeit entstandenen Spharoide wurden mit einer [1Q0Ripette
entnommen und in ein Gel aus Rinderkollagen Tyjdrfihrt. Dieses wurde zuvon ieiner
Losung aus DMEM;Glutamin und 26 FBS angesetzt. Das feste Gel wurde abschlieRend mit
einer Schicht aus normalemdgigem Zellmedium UberzogeDie auf diese Weise praparierten
Sphéaroide wurden mit 1 bzw. 201 SEKO3@ehandelt. Die belichtete Kamlle enthielt lediglich
1% DMSO. Nach einer Inkubation voh wurde ein Teil der Spharoide mit einem LEEflektor
belichtet (Abstand zu den Zellen 28/%). 24h nach der Belichtung wurden die Zellaggregate
mit einem UVEDEADViability Assayvon Invirogen angefarbt und unter einem Fluoreszenz

mikroskop (Nikon TE2000) ausgewertet.

5.2.12.2Nachweis vorSSingulett Sauerstoff

Samtlicheextrazellularen Nachweisreaktionen vi®, wurden vOnKATHRINWVAHLERM Zuge ihrer
Doktorarbeit durchgefiihrt*¥! Die hierbei eingesetzte Methode basiert auf den Arbeiten von
Kw! [ wnddE MoHsNt®® und verwendet den redoxsensitiven FarbstpfNitrosodimethylanilin
(RNO)Da RNO nicht dazu in der Lage sstibst mit dem kurzlebigetO, zu reagierenenthélt

das Reaktionsgemisch zusatzlich eine gewisse Konzentration an Imbigzals reagiert mitO,

durch Cycloaddition zu hochreaktiven Endoperoxiden mit einem deutlich gréReren
Redoxpotential und einer gesteigerten Halbwertszeit. In einer Folgereaktion i@adiann de
entstanden& Imidazolendoperoxid die Nitrosogruppe des RMQind verursachendadurch
dessen Entfarbung-ur den Versuch wurden zunachst Stockldsungen der Komponenten RNO
(500um) (Alfa Aesarund Imidazol (8@nm) (Sigma)in PBS angesetzDie zu untersuchenden
Komplexe wurden als rhm Stockldsungen in DMSO préapariert. IO RNO, 1QL Imidazol und

5uL Komplex wurden anschlieend zu pI5 PBS/DMSO (1:1.5) in diells einer 96well
Mikrotiterplatte pipettiert. Die fertigen Ansatze wurden fir 8@in belchtet bzw. als
Dunkelkontrolle bei Raumtemperatur inkubiert. Jeweils vor und nach der Belichtung wurde die
Absorption der Losungen bei 446h gemessemund die negative Differenz aus beiden Werten

gebildet. Der daraus erhaltene Wagibt die relatve *O-Produktion inder Lésungn.
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5.2.12.3Bestimmung der Absorptionsspektren
Die in dieser Arbeit gezeigten Absorptionsspektren wurden SINDRADIECKMANNING KATHRIN
WAHLERangefertigt. Sie wurden bei einer Komplexkonzentration voqudin DMSO mit einem

DW00 Spektrophotometer (Beckman Coulter) aufgenommen.

5.2.12.4L okalisation

Fur die Lokalisationsexperimente wurde der PyHdigand des Rheninomplexes SEK030 von
KATHRIN WAHLER modifiziert und Uber einen Linker mit einem Biotinmolekil gekoppelt
(Abbildung49)."** Der hierbei entstandene Komplex wurde anschlieRend mit Idities gegen

das Biotin gerichteten Antikdrpers in den Zellen detektiert. Die hierzu notwendigen zellularen
Arbeiten wurden vorRaAIMOHARTMANNaus der Arbeitsgrupp@aArRAKam Fachbereich Physik der

PhilippsUniversitat Marburg durchgefihrt.

SEKO030

)
. 7
HN-
3 HaJ  NH
'H//H
S/

Abbildung49: Biotinylierte Variante des Komplexes SEKO030 zur Lokalisation inZdk¢m Rot: Linker;
Blau:Biotin.

Fir die Experimente wurden HeFallenin einer Dichte von 15,000 Zellen/érauf einem

12mm Deckglas ausgesat. Nach dem Anwachsen wurde das alte Medium abgenommen und
durch eine Jum Verdiinnung des Komplexes ersef2te Biotinmarkierte Verbindungvurde fur

24 h mit den Zellen inkubiert, bevdliese fur 15min in einer £6igen ParaformdehydLdsung

fixiert wurden. Fur dieanschlieRende Immunfarbungurden die Zellen zunachshit einer
Losung aus Big/mL Glycin und 0..ag/mL Saponine in PBS permeabilisiert (Bin) und im
direkten Anschluss mi20mg/mL BSAiIn der gleichen Lésungeblocki um unspezifische
Bindestellen des Antikdrpers abzudeck®®rmonoklonale antiBiotin Antikdrper aus der Maus
(Santa Cruz Biotechnology5£636) wurde 1:200 iBlockingLésung verdinnt und fur A bei
37°Cmit den Zellen inkubiertAls sekundarer Antikorper wurde ein DyLight @d8rkierter anti

Maus Antikdrper (Jackson Immunoresearch) mit einer Konzentration vorud)/88._eingesetzt
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und fur ebenfalls Ih inkubiert. Die Auswertung der Féarbung erfoéggmit einem Laser Scanning
MikroskopdesTyps Axiovert 200 Mon CarlZeisgScanning Modul: LSM 510 META)

Fur zuséatzliche Glookalisationsexperimentevurden desWeiteren der Zellkern, die Plasma
membran, die Mitochondriersowie die Ende und Lysosomen angefarbt. Letztere wurden mit
dem RFRnarkierten early endosomalantigen 1 (EEA1) und dem GlRarkierten lysosonal
associatedorotein 1(LAMP1)kichtbar gemacht. Hierzu wurden die Zellen bereitdr Xach dem
Aussden mit @L Cellight EndosomeRFP BacMam 2.0 undué CellLight Lysosom&-P
BacMam 2.0 (Life Technologies) behahdeBeide Reagenzien enthalten modifizierte
Viruspartikel eines Insektenvirus, dessen Gene zum Teil durch einen Saugetierpromotor reguliert
werden. Die fUhrt dazu, dass bei eindénfektion menschlicher Zellen lediglich die gewlinschten
Proteine gebildet werden, in diesem Fall fatoreszierendes EEAL und grfinoreszierendes
LAMP1. Die zugegebene Menge der beiden Reagenzien entsgschje 20 Virusparikeln pro
Zelle Fur dieVisualisierung der Mitochondrien wurde das gleiche Verfahren mit der GFP
markierten Elalpha Pyruvatdehydrogenase angewendet. Alnér wurden 12h nach dem
AusséaenViruspartikelin Form des Cellltig MitochondriaGFP BacMam 2.Beagensin einer
Konzentration vorR0 Partikel/Zelle mit den Helzelleninkubiert. Im Gegensatz dazu wurde die
Plasmamembran erst nach der Fixierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff MVIBA20 pg/mL in
HBSS) angefarbt. Die Farbung des Zellkerns erfolgtesklassiit DAPI im Anschluss an die

Inkubation der Antikorper.

5.2.12.5KINOMIEcan

Fir die Durchfihrung eines Screenings der Verbindung SE§@$h eine Sammlung aus tber
450 mutierten und nichtmutierten Kinasenwurde die Firma DiscoverReauftragt. Diese testet
potentielle Kinaseinhibitoren nach der speziell hierfir entwickelten KINSa&tEMethode.
Hierbei werden auf einer Festphase immobilisierte Ligangiemeinsam mit einer bestimmten
Kinase und dem potentiellen Inhibitor inkubiefAbbildung50). Eine Verbindung mit einer
hohen Affinitdt zum aktiven Zentrum der Kinase verhindert die BindieggEnzyms an seine
eigentlichen Liganderso dassdiesesbei der anschlie3endelsolierung der Festphasait der
Waschlésung verloren geHbie tatsdchlich am Liganden gebundene Menge der Kinase wird mit
Hilfe einer ultrasensitiven gPCR bestimmivelche einen speziell an der Kinase angebrachten
DNAMarker amplifiziert. Als Maf3 fur die Affinitdt des Inhibitors zur Kinase wird die Menge an
isolierter Kinase verglichen mit einer Kontrollprobehne Inhibitor in Prozent angegeben. Die
Bindung des Inhibitors im aktiven Zentrum dgtherumso starker, je geringer der gemessene

Wert flr eine bestimmte Kinasist.
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Fur dieDurchfiihrung desscanswvurden, mit der DNA einer bestimmten Kinase versehehé
Phagen in einent.coliWirt des Stamms BRIl vermehrt. Beim Erreicheder logarithmischen
Wachstumsphase wden die Bakterien infiziert und bis zu ihrer Lyse nach etwdS@min
schittelnd bei 32C inkubiert. Die erhaltenen Lysate unden zentrifugiert (600 g) und
anschlie3end filtriert (0.2m). Die eigentliche Produktion der Kinafsend in HEK293 Zellen
statt. Fur die spatere Quantifizierung mit Hilfe der gPGRJen die einzelnen Kinaswlekiile
mit einem DNATag versehen. Als weitere Vorbereitung wurden Streptavitlagende
magnetische Kugeln mit dem biotinylierten Liganden fUn80 bei Raumtemperatur inkubiert.
Die auf diese Weise immobilisierten Liganden wurden anschlieBend mit einemcbibsssan
Biotin geblocktund mit einem speziellen Puffer (SeaBlock (Piercé), BSA, 0.0% Tweer0,

6 mMm DTT) gewaschen, um ungebundene Molekile zu entferRénden eigentlichen Versuch
wurden die préparierte Kinase, die immobilisierten Liganden sodwél estverbindung in einem
Puffer aus 206 SeaBlock, 0.17x PBS, @®Fweer20 und 6mm DTT zusammengegebeDie
Testverbindung wurde zuvor als-fifiche Stocklésung in DMSO angesetzt und als solche direkt
zum Reaktionsgemisch gegeben. Die Durchfuhrumg &ersuchs erfolgte ir384-well
Mikrotiterplatten in einem Gesamtvolumen von 0.64.. Wahrend der Reaktionszeit vorh 1
wurden die Platten schuttelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Liganden
besetzten magnetischen Kugeln mit Puffer (P8BS, 0.0%% Tweer20) gewaschen und
anschlieRend ineinem Elutionspuffer (1PBS, 0.0% Tweer20, 0.5uM nicht-biotinylierter
Ligand) resuspendiert. Nach einer -@nitigen Inkubation bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler wurde die Kinasekonzentration des Eluats mit Hilfe einer (fR@Rime quantitative

PCRbestimmit.

m @ Ligand Q. DNA-Tag
: 20 |
| m \ C Kinase ES:) Inhibitor

Abbildung 50: Darstellung des Prinzips eines KINGkhaS
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'o, Singulett Sauerstoff

0, Triplett Sauerstoff

ABL Abelson murindeukemia viral oncogene homolog
ADP Adenosindiphosphat

AKT Proteinkinase B

ALA 5-Aminolavulinséaure

APAFL Apoptotic proteaseactivating factor 1

ATP Adenosintriphosphat

Bcl2 B-cell ymphoma ZProtein)

BCR Breakpoint cluster region

Bid BHS3 interacting domain death agonist

B-Raf V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
BSA BovineSerumAlbumin

CAD CaspaseactivatedDNase

CarboxyDFF 5-(und6)-Carboxy2”,7-difluorofluorescein
CarboxyH,DFFDA 5-(und 6)-Carboxy2”,7-difluorodihydrofluoresceindiacetat
Cdc25A Cell division cyclphosphatase 25A

Cdc25C Cell division cyclphosphatase 26

CDK Cyclindependent kinase

CLK2 CDdlike kinase 2

CML Chronische Myeloische Leukamie

DAPI 4’ ,6:Diamidin2-phenylindol

DAPK1 Deathassociated proteikinasel

DEVD AspartatGlutamatValinAspartat

DiOC6 3,3-Dihexyloxacarbocyanin

DMAP 4-(Dimethylamim)pyridin

DMEM 52t05002Q0a a2RATASR 91 3f SQa a
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dppz Dipyrido[2,3 a:2,3c]phenazin

DTT Dithiothreitol

DYRK1B Dual specificity tyrosinphosphorylatiorregulated kinase 1B
EGo Konzentration der halbmaximalaffirkung
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MST2 Mammalian STE2lke protein kinase 2
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NADH Nicotinamidadenindinukleotid

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

bC¢ . nuclear factor kappdight-chainrenhancernf activated Bcells
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NMR Nucleamagneticresonancespectroskopy
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PAK1 p2l-activated kinasel

PBS Phosphat Buffered Saline

PDT Photodynamischeérapie

phen Phenanthrolin

Pl Propidiumiodid

Pk Inositol-(1,4,5}trisphosphat

PI3K PhosphoinositieB-Kinase

Pim1l Serine/threoningorotein kinase piri

PIR Phosphatidylinositol (4,%isphosphat

PLC Phospholipase C

PPIX Protoporphyrin 1X

PRKG2 cGMRdependent protein kinase 2

PS Photosensibilisator

PTPC Permeability transitionpore complex

PTP Permaeability transition pore

gqPCR Reakttime quantitative Polymerase Chain Reaction
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RAF RapidlyacceleratedibrosarcomaProteinkinasafamilie)
RAS Rat sarcomgProto-Onkogen)

RFP RedFluorescent Protein

RFU Relative fluorescence units

RLU Relativelight units

RNA Ribonukleinséure

RNO p-Nitrosodimethylanilin

ROS Reactive oxygen species

rpm revolutions per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institu{gellkulturmedium)
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TNFrelated apoptosisnducing ligand
ultraviolettes + sichtbares Licht

Vascular endothelial growth factor
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Anhang

Zellviabilitats Tests

Tabelle6: Gemessene Zellviabilitat au&bbildungl?. Untersuchungverschiedener Rutheniunmund
Iridium-Komplexeauf eine photozytotoxische Wirkung in HeLa Zellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

unbelichtet

Zellviabilitat (%)
15 min belichtet

FL-337
FL-541-1
FL-1055

NPR-309
AWO0025

AW41
AWO0078
AWO0101
AWO0106
AWO0171
AWO0234

<

N

N

N

X nro
X 0
X 0
X 0
X 0
X O
X 0
X 0
X 0
X 0
X 0

o

o

o (@] o

o O O O

1pv
1pv
1pv
1pv
1pv
1pv
1pv
1pv
1pv
1pv
1pv

103.43(+ 11.53)
86.41(+ 14.08)
66.74(+ 13.62)
20.92(+ 1.40)
96.65(+ 10.08)

104.21(+ 14.73)

104.09(+ 13.12)

101.38(+ 10.93)
92.67(+ 11.33)

105.81(+ 13.38)
113.23(+ 5.37)

95.64(+ 7.59)
80.97(+ 11.36)
69.00(+ 7.71)
86.86(+ 6.87)
30.24(+ 17.63)
79.28(+ 4.53)
81.70(+ 6.41)
36.38(+ 14.35)
85.23(+ 7.72)
32.20(+ 14.26)
12.54(+ 3.22)

Tabelle7: Gemessene Zellviabilitat au8bbildung18. Untersuchung verschiedener Rhodiurand
RheniumKomplexe auf eine photozytotoxische Wirkung in HeLa Zellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

Zellviabilitat (%)

unbelichtet 15 min belichtet
SEK030 < 380nm 1 pv 99.07(+ 9.35) 0.64(+ 0.71)
SEK137 < 380 nm 1 pv 97.97 (45.99 101.69 (48.02)
SEK189 < 380 nm 10 p 87.93 (19.85) 93.00 (7.83)
SEK203 < 380 nm 1 pv 75.13 (45.95) 78.91 (45.67)
SEK209 < 380 nm 10 pm 86.90 (+10.79 87.20 (¥11.55
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Tabelle8: Gemessene Zellviabilitat adbbildung19. Konzentrationsabhangige Wirkung von AW0234 auf

die Zellviabilitat kultivierter Hel-Zellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

unbelichtet

Zellviabilitat (%)
60 min belichtet

0.01
0.03 w
0.1 v
0.3 v
1um
3
10 pm
30 v

AW0234 < 480 nm

96.92(+ 13.30)
97.36(+ 6.71)
92.71(+ 11.17)
99.95(+ 11.59)
101.37(+ 16.48)
92.81(+ 12.03)
25.47(+ 14.22)
4.88(+ 1.37)

103.18(+ 7.45)
106.23(+ 6.24)
90.47(+ 11.85)
35.56(+ 9.47)
2.81(+ 1.43)
0.25(+ 0.33)
0.00( 0.44)
0.57(+ 0.31)

Tabelle9: Gemessene Zellviabilitat addbildung19. Konzentrationsabhangige Wirkung von AW0234 auf

die Zellviabilitat kultivierter HT2Zellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

unbelichtet

Zellviabilitat (%)
60 min belichtet

0.01 W

0.03 w

0.1

0.3
< 430 nm 1pm
3

10 M

30 M

100 pm

AW0234

100.46(+8.20)
99.62(+10.91)
106.71(+11.55
111.17(+10.95
106.79(+ 18.43
99.02(+13.15
77.79(+x14.17
39.60(+4.76)
46.05(+3.75

94.48(+5.32)
91.76(+6.89)
85.32(+6.66)
46.01(+16.49
14.64(x 4.59)
1.38(+0.32
1.27(0.46)
2.12(+0.50)
4.06(+1.35
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Tabellel0: Gemessene Zellviabilitdt addbildung19. Konzentrationsabhangige Wirkung von SEK030 auf

die Zellviabilitat kultivierter HelZellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

unbelichtet

Zellviabilitat (%)
60 min belichtet

0.01
0.03 pv

0.1
0.3 w
< 586 nm 1pm
3
10 pv
30
100

SEKO030

95.58(+ 10.09)
93.37(x 11.78)
101.25(+ 9.74)
106.00(+ 10.87)
103.86(+ 10.81)
111.22(+11.59)
118.10(+ 18.03)
83.80(+ 27.09)
54.61(+ 5.64)

97.99(+ 9.93)
88.03(+ 4.59)
57.76( 13.07)

8.21(+ 4.08)
-0.04( 0.47)
1.67(+ 1.30)
1.28(+ 0.77)
2.59(% 1.22)
1.27( 0.77)

Tabellell: Gemessene Zellviabilitat addbildung19. Konzentrationsabhéangige Wirkung von SEK030 auf

die Zellviabilitat kultivierter HT2Zellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

unbelichtet

Zellviabilitat (%)
60 min belichtet

0.01
0.03

0.1 v
0.3
< 586 nm 1pum
3
10 p
30 v
100 w1

SEKO030

105.99(+ 13.48)
104.36(x 15.74)
98.06(+ 10.64)
106.57(+ 10.39)
98.68(+ 12.77)
99.72(+ 16.92)
75.39(+ 15.65)
43.23(+ 10.17)
43.86(+ 11.23)

93.30(+ 8.12)
82.23(+ 4.69)
43.27( 24.48)

2.85(% 2.76)
0.74(+ 0.25)
0.85(+ 0.26)
1.04(+ 0.28)
1.29(+ 0.91)
2.40(x 0.24)
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Tabellel2: Gemessene Zellviabilitat adsobildung24d

photozytotoxischen Effekt von SEK030 und AW0234 in-Aellen.

LY KAOASNSY RécophérdNdutinérd @2y

Verbind Wellenlinae Konzentration Konzentration Zellviabilitat (%) Zellviabilitat (%)
ung g h-Tocopherol unbelichtet 30min belichtet

/ 102.86(+8.89 3.81(x3.8)

10pMm 108.87(x5.85 5.73(x6.08

SEK030 < 585 nm 1 pv 50 pm 104.44(x6.53  26.22(x14.53
200 v 106.05(x8.76)  67.11(x15.6H

400 uM 98.74(x10.5) 75.28(x5.51)

/ 115.97(x10.1)  10.28(x5.79

AW0234 < 4% nm 1pm

200 v 113.73(x10.62 71.59(x12.8))

Tabellel3: Gemessene Zellviabilitat au8bbildung35¢c Wellenlangerabhéngige photozytotoxische
Wirkung der Komplex8EK237, SEK245, SEK257 und SEKO030 nach emeaiiien Belichtung in HeLa

Zellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

< 330 nm 91.20(x 7.72)
< 4% nm 91.44(x 9.02)
SEK237 1pm
< 5865 nm 100.03(+ 8.59)
unbelichtet 98.84(+ 10.28)
< 330 nm 5.30(+ 1.83)
< 4%6 nm 1.87(+ 1.08
SEK245 * 1pm ( )
< 5865 nm 89.89(x 7.37)
unbelichtet 94.89(+ 16.02)
< 3380 nm 0.16(x 0.27)
< 4% nm 0.59(= 0.55
SEK257 * 1pm ( )
< 5865 nm 97.21(x 5.40)
unbelichtet 100.24(x 12.26)
< 3380 nm 0.64(x 0.71)
< 4% nm 0.07x0.@
SEKO030 * 1 pv ( )
< 5865 nm 0.00(x0.47)
unbelichtet 103.86(+10.8))
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Tabellel4: Gemessene Zellviabilitat adgbildung36. Photozytotoxische Wirkung der Komplexe SEK30,
ASSDO06, ASSD11 und KWdédh der Belichtung mit einer Xe/HBpgenlampean HelLaZellen.Zusétzlich
dargestellt ist die potozytotoxische Wirkung dePhosphirKomplexesKW297nach der Belichtung mit
einem LEEReflektor

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)
unbelichtet

Zellviabilitat (%)
60 min belichtet

SEK030 < 585nm 1 103.86( 10.81) 0.00(0.47)
ASSDO6 < 585nm 1 91.39(+10.52 13.33(5.69)
ASSD11 < 585nm 1 115.36(+10.74  43.52(+36.64
KW164 < 585 nm 1 99.14(+ 12.47) 0.88(+0.83
KW297 < % 0/ 1 106.57(+ 10.81)  0.45(x 0.91)

Tabellel5: Gemessene Zellviabilitaét ausbbildung38c Wellenldngerabhéngige photozytotoxische
Wirkung der Komplex&EK260, KW164, KWPS16 und KWPS18 nach eingniBiyen Belichtung mit
einem LEEReflektor in HeL-Zellen.

Verbindung Wellenlange Konzentration

Zellviabilitat (%)

< X nn 3.12(x2.67)
< X pn 6.23(x1.3)
SEK260 X pc 1 81.33(x7.53
<K pyn 92.09(x£5.4))
< X CH 92.91(£5.29
unbelichtet 108.17(x15.37
< X nn 1.24(x0.70
< X pn 2.76(x0.65
KW164 X pc 1 13.41(x1.97)
<K pyn 29.78(x7.74)
< X CH 99.38(x12.37
unbelichtet 96.84(+£9.46)
< X nn 1.78(x1.1H
< X pn 2.29(x0.80
KWPS16 X pc 1 5.61(x1.10
<K pyn 7.64(x2.19
< X CH 91.23(x10.32
unbelichtet 103.79(x11.09
< X nn 7.77(x3.3)
< 585 nm 8.15(x1.77)
KWPS18 X pc 1 15.20(x3.33
<K pyn 24.83(x£5.67)
< X CH 97.14(x7.23
unbelichtet 101.41 (£10.05
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Strukturverzeichnis

Tabellel6: Gemessene Zellviabilitat addbildung39. Photozytotoxische Wirkung der Komplexe KW164,
KWPS16 KWPS@Bd KW224 nach einer60A Yy NG A ISy . St AOKGdzyBlle Ali < X cHA Y

Zellviabilitat (%)  Zellviabilitat (%)
unbelichtet 60 min belichtet
95.17(x 5.99) 46.48(x 4.87)

Verbindung Wellenldnge Konzentration

KW164 < X CH 5 pm

KWPS16 < X CH 5 M 92.71(+ 11.13)  10.47( 1.59)
KWPS18 < X CH 5 M 96.06(+ 8.56) 28.03(+ 3.25)
KW224 < % CH 5 M 94.92(+ 10.42)  20.44(x 3.51)

Tabellel7: Gemessene Zellviabilitat ausbbildung40. Konzentrationsabhangige Wirkung von KWPS16

auf dieZellviabilitat kultivierter HeL-Zellen mit und ohne Belichtung.

Zellviabilitat (%)
unbelichtet

Zellviabilitat (%)

Verbindung Wellenldnge Konzentration 30 min belichtet

0.01 M 102.10(+ 8.65)  94.57(% 7.27)

0.1 97.99(+ 6.70) 92.29(+ 5.10)

0.3 99.54(+ 5.59) 53.25(+ 6.35)

KWPS16 < 580 nm 1M 100.76(+ 6.29) 9.25(+ 1.93)
3 M 94.61(+ 7.37) 1.28(+ 0.42)

10 M 51.22(+ 12.22) 1.03(+ 0.38)

100 M 3.25(+ 1.48) 0.84(+ 0.84)

Tabellel8: Konzentrationsabhangige Wirkung von SEK030 auf die Zellviabilitat kultivierter-Bellen.
Im Gegensatz zu den anderen durchgefihrten Konzentratgingigen Messungen wurde in diesem
Fall das Medium mit dergeldsten Komplex vor der Belichtung ausaeellsentfernt und gegen frisches
Medium ohne Komplex ausgetauscht.

Zellviabilitat (%)
unbelichtet

Zellviabilitat (%)

Verbindung Wellenldnge Konzentration 60 min belichtet

0.03 92.76(x 16.52) 105.86(x 5.08)
0.1 97.45(x11.72) 82.22(+ 9.26)
0.3 100.74(x 16.57)  29.84(% 10.05)
SEKO030 < 5665 nm
1 pm 97.27(x 15.71) 2.77(x 1.57)
30 pv 90.54(x 11.04) 0.02(x 0.22)
100 81.84(x 12.80) -0.38(x 0.37)
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XCELLigenek®lessungen
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Abbildung51: Bestimmung der Zellviabilitat in Echtzeit mit Hilfe d€3ELLigenc8ystems. HelZellen
wurden in speziellen 9@vell Mikrotiterplatten (EPlateg ausgesat und fur 24 inkubiert. Zum Zeitpunkt
null wurdendie Zellen mitverschiedenen Konzentrationen désmplexes SEK030 behandelt ueid Teil
von ihnen wurdel h spéater mit einer LEDampe belichtetDer gemessene Zellindex wurde vor Beginn der
Datenaufzeichnung normiert und die Werte von je zwei unabhéngigdisgemittelt.
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