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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der anhaltende Anstiegeoplastiscer Neuerkrankungen undamit verbundeer
Todesfalle wiederkehrende Resistenzentwicklungengegen aktuelle Chemo
therapeutikaund ihre starken Nebenwirkungerstellen die Wissenschaft auchach
mehreren Jahrzehnten erfolgreiclermorbekampfungvor die Aufgabe bessere,
selektivere Wirkstoffe fir die Tumortherapie zu findeufgrund ihrer hohen
Stabilitat und Variabilitéat haben sidi-heterozykische Carbekomplexe(NHC) in
den letzten Jahreals vielversprechenel Kandidatenflr die Entwicklung neuer
antitumorale Wirkstoffe hevorgetan Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestelltedl Pt
und P NHC Komplexemit verschiedeneN,N-dibenzylimidazol2-yliden undN,N-
dialkylbenzimidazoR-yliden Liganden(vgl. Abbildung 1) wurdenin vitro auf ihre
allgemeine antitumorale Aktivitamit Fokus auf ihre DNA-Interaktiorsfahigkeit
intrazellulare Lokalisation und damverbundene Auswirkugen auf zellulare

Prozesse untersucht

R' =Bzl e
n n -
/ / T ‘:\‘
e »—Pt—cl e »—P1—C
\ N | N N
R'c R' PPhy R Y R
R T cl
13 14 ::L'__:_z_;_ :j}—/':t/_c|
T er R <|;,
L R TPh3
- i . 3=
@: .;—pt—c| @“; Pt—CI Imidazol:21 R®= Bzl
Benzim.:23 R?®= n-Alkyl
C\ PPh3
18 L=DMSO 20
19 L= PPh3 R2 = n_Alkyl

Abbildung 1. Zusammenstellung der verschiedenen Komplextypen, die in dieser Arbeit behandelt
wurden.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Aufklarung des Wirkmechanismus
neuer (un)symmetrische (un)geladenerKomplexe 13 und 14 des Typscis-
[Pt'CI(L) (NHC)Y(NHC)?] mit N,N-dibenzylimidazoi2-yliden(NHC) undCI/PPh (L)
Liganden Wie schon &hnliche PtKomplexe zuvor zeigten Komplexe mit
Eigenschaften vodelokalisierten lipophilen Kationgpllc) eineaufnahmeabhangige
erhohteToxizitat. Ebenso nahmen die sekundéren Ldgarund das Einfihren einer
positiven Gesamtladunginfluss auf die Interaktion mit DNA, welche in ihrer

Intensitat die von Cisplatin weit Uberstieg. Die Lokalisation von




Zusammenfassung

fluoreszenzmarkierteBerivaten dieser Serie zeigte sowohl drgjeladeneals auch

die geladenen Komplexe hauptsachlich an den Mitochondwes untypisch fir
Platinkomplexe istEinhergehend mit diesem Wirkort wurden negative Auswirkungen
auf die Redoxhomoostasend der Zusammenbruch des Mitochondrienmembran
potentials g@ in Tumorzellen nach Behandlung mit Komplexen dieser Serie
festgestellt. Damit unterscheiden sie sich deutlich von Cisplatin, welches seinen
Hauptwirkortan der DNAfindet. Weitere Unterschiede zwischen der Wirkung von
Cisplatin und den untersuchten Plabmplexen zeitgn sichin ihremEinfluss auf den
Zellzyklus, das Zytoskelett und die Aktivierungler Apoptose Einhergehendnit
oxidativem Stress l6sen die kationischen KomplédXdezinen G-Arrestund nicht wie
Cisplatin einen $hasenarrestind eine stde Ausbildung vonstress fibersim
Aktinzytoskelett aus. Letztendlich konnte fur die geladenen Komplexgt die
Aktivierung der apoptosevermittelndenCaspasennachgewiesen werdenDie
geringere Aktivitat demungeladenen Komplex&3 beschrankte sichicht aufihre
Auswirkungen auf die Menge an toxischer reaktiver Sauerstoffspezige
verursachten sie keinen Zellzyklusarrest und waren auch nicht in der Lage Caspasen
zu aktivierenDer, von dem vonCisplatin verschieden&Virkmechanismusler cis-
[Pt'CI(L)(NHC)Y(NHC)? Komplexe dieser Generation bietet die Mdglichkeit
gemilderter Nebenwirkungerda gesunde Korperzellen eine hbéhere Toleranz flr
oxidativen Stress besitzen als Tumorzellead DNA-Reparaturmechanismen nicht

demAusmaliaktiviert werdenwie es beeinerCisplatinTherapiegeschieht

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der UntersuchunBgidéasssder
sekundarerLiganden und dr Gesamtladungler Komplexeauf ihre antitumorale
Aktivitat unddie Art, sowie die Starkénrer DNA-Interaktion Untersucht wurde dies
an einer Serie von (un)geladenen 1,Dialkylbenamidazot2-yliden)-
(L)Cl]platin(ll) Komplexen (18-20). Wie schondie zuvor untersuchten Komplexe
zeigten die Komplexe dieser Seame zelluldie Aufnahme die stark abhangig von
der Art der sekundaren Liganden wKomplexe die Eigenschaften delokalisierter
lipophiler Kationen zeigerwurdenam starkstem Zellenaufgenommen ungeigten
die hochste Toxizitdtinsbesonderdei Komplexa mit einem PPh Liganden hatte
auchdie Lange der Alkylkette deutlichen Einfluss auf die AufnahimeGegensatz
zu den Komplexet3und14 standerAufnahmerata der Komplexe jedoch in keinem

Zusammenhang mit den Cytotoxizitateresich in dieser Serigprunghafierhielten
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Detailierte DNA-Interaktionsstudierder Komplexezeigen, dass die ungeladenen
Komplexe 18-19 direkt koordinativ an Guaninbasen der DNA bindend die
geladenen Komplex20 erst eine rasche elektrostatischestaktion mit dem negativ
geladenerPhosphatriickgratingehen und anschlie3erthe koordinative Bindung.
Alle getesteten Komplexe bilde monofunktionelle DNAAddukte aus, und
destabilisieren, verdrehen und emden die DNA in geringerem Ausmal’ als
Cisplain. Derartige Schadender DNA kénnten unerkannt bleiben und

Reparaturmechanismeler Tumorzelleumgehen.

Die starkenNebenwirkungendie eine Chemotherapietahit sich bringt, regt zu
gezielteren Ansatzen der Chemotherapie laaktive prodrugs Metallkomplexe
hoherer Oxidationsstufen, die durch die Reduktion in der veranderten
Tumorumgebung aktiviert werden, stellen eine Moglichkeit, dangewollte
Nebeneffekt zu reduzieren.Der dritte Teil dieser Arbeit handelt von der
antitumoralen Aktivitatvon cis- und trans[Pt"V Cls(NHC),]-Komplexen wie 21 oder
23 und ihrerPt' Analoga. DiePtV Komplexe dieser Serigeigen grotenteils eine
ahnliche antitumorale Aktivitat wie ihre 'PtAnaloga. Die Geometrieder PY
Komplexe verhinderteine in vitro DNA-Interaktion, und macht sie somit zu
potenziellenProdrugs fur die Tumortherapie. Vergebliche Versuche eimersitu
Redukion stimmen mitForschungsergebnisséberein dass kleinere Molektle nicht
fiur die Reduktion der PtKomplexe veratwortlich sind sonderrdiesedurch gréRere
Molekiile, wie Proteine oder Enzyme reduziert wetdf€hDie dennoch im Vergleich
zu denPt' Komplexen gleich gute Aktivitat dePtV Komplexe weist auf eine
intrazellulare Reduktion zu ihrenPt' Analoga hin. Eine durch diéProdrug
Eigenschaften erméglichteebenwirkungsédrmere Therapraussjedochnochdurch
Untersuchungem Maus Xenograft Modebestatigiwerden.

NHC-Platinkomplexe stellenaufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften
vielversprechende Kandidaten fur die Tumortherapie dar, daLideendenvariation
nicht nur die Lipophilie, die Stabilitat und andere Komplgreschaften eingestellt
werden lbnnen sondern eine gezielte Tumortherapmit Vermeidung von

aufkommender Resistenzand Nebenwirkungemdglich werden.




Summary

Summary

The increasingnumberof neoplasticdiseass and resulting deatts, the reoccurring
development ofesistances against curresttenctherapeuticsand their strong side
effectschallengeresearchersdespite decades of successful fight against catwer,
search for better, more selectagents for tumor therapin recent years, ek to their
high stability and variabilityN-heterocyclic carbeneomplexes hav@roven to be
promisingcandidategor the development afewanti-tumor agentsThe Pt' andPtV
NHC complexes with varying N,N-dibenzylmidazole2-ylidene and N,N-
dialkylbenzimidazole2-ylidene ligands(cf. Figure 1) presented in this workhave
been testedh vitro for their overall antrtumoral activity, withfocus on their DNA

interaction, intracellulalocalizationandassociate@ffects on cellular processes.
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Figure 1. Compliation of the different types of complexes, that were covered by this work.

The first part of thiswork elucidatesthe mode of action ofhew (un)symmetrical
(un)chargeccomplexesl3 and 14 of the typecis-[Pt'CI(L)(NHC)}(NHC)?], bearing
N,N-dibenzylimidazole2-ylidene (NHC) and CIPPh (L) ligands As similar Pt!
complexe previously, complexes with characteristics of delocalized lipophilic cations
(dlc) showed an uptakdependentheightened toxicity.Similarly, the secondary
ligands and the introduction of a positive chagieongly influenced the DNA
interaction, which grpassed thentensityof that ofcisplatin by far.The localization

of fluorescencdagged derivatives of this seriglsowedthatthe uncharged as well as
the charged complexes accumulate at the mitochondria, which is untypically for
platinum complexedMotivated bythis target locationnegative effects on the redox
homeatasis and the collapse of the mitochondria membrane potgfitiali n t umor

cells was observedfter treatment with complexes of this seri€his distinguishes

-4-
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themfrom cisplatin, wlosemain target is th®NA. Further differences between the
effects of cisplatin anthe here investigated platinum complexa® visible in their
influence onthe cell cycle progression the cytoskeleton, and the activation of
apopteis Connected witloxidative strestghe cationic complexel! cause a @arrest
and not a $hase arrestike cisplatin, anca strong formation of stress fibers in the
actin cytoskeletortf-inally, theactivation ofapoptosis mediatingaspasesasproven
for the charged complexes. Theduced activity of the neutral complex&as not
limited to thegeneratiorof toxic reactive oxygen specieghe neutral complexedid
not cause a cell cycle arrest and were not able to activate casgasé&som that of
cisplatindifferent mode of action of theis-[Pt'CI(L)(NHC)}(NHC)?] complexes of
this generatiomaffords the posbility of mitigated side effects, as healthy cqitsssess
a higher tolerance for oxadive stress than tumor cells and DX&pair mechanisms

are not activated to the extergused byisplatin therapy

The second part of this workvestigateghe influenceof the secondary ligands and
the overall charge of NHC complexes their antitumoral activityyith focus onthe
charater and intensity ofie DNA interactionThis was investigatedsinga series of
(un)charged\,N-dialkylbenzimidazoi2-ylideneplatinum(ll) complexesi8-20) with
doubling lengttof the alkyl chaingmethyl- n-octyl) and either DMSOgr up totwo
PPh ligands As the previously tested complexé&8-14, complexes of this series
showed a cellular uptake that strongly dependa the identityof the secondary
ligands. Complexes wittllc charactastics were quicklytaken up intahe celk. For
complexes with on@Ph ligand thelength of the alkyl chain had the most prominent
influence on the uptakdn contrast to complexe$3-14, the uptake rate of thee
complexest®od in no relation to theirytotoxicities, whichwere erratic in this series.
Detailed DNAinteraction studie®f complexesl8-20 revealedthat the uncharged
complexesform coordinativebondswith guanine bases of the DNA arktionic
complexes 20 first form electrostatic interactions with the negatively charged
phosphate backborandsubsequentlgoordinative interaction®ll complexes were
found to form monofunctional DN/Adducts,and thus to destabiliz, distort and
unwind the DNAlessthan CisplatinThese leasonsould remain unrecognizednd

circumvent repair mechanismsthe tumor cells

The third part of this work challengesetstrong side effecthatchemotherapy often
entails which motivate for a more targeted approach of tumor theralpacive




Summary

prodrugs metal complexes of higher oxidat states thatare activatedthrough
reduction in theltered tumor environmenresent aopportunityto reducaunwanted
sideeffects.A series otis- andtrans [PtV Cl4(NHC).] complexesas21 or 23 showed
mostly the samantitumoral activityas theirPt' analogs The geometryof the PY -
complexesimpairs in vitro DNA interaction,making thempotential prodrugs for
cancer therapyFailedin situreduction experimestcorrespond toecentresearclthat

small moleculesare not responsible for reduction of the'VPtomplexes but large
moleculessuchas proteins or enzymés% The to thePt' complexes similar aiwity

of the PtY complexesndicates an intracellular reduction to tRé¢ analogaA side
effect reduced therapgnade possible through these prodrug characteristics, still needs

to be confirmed ixenograf mouse models.

NHC-platinum complexespresent due to their physicochemical characteristics,
promising candidates faumor therapyVia finetuningof the lipgohilicity, stability
and other characteristicatargeted tumor therapy with alternatineodes of action

thusbypassing emerging resistaneesl sidesffectscould be possible




Einleitung

1 Einleitung
1.1 World Cancer Burden

Seitden 1980errverotffentlichtdie World Health Orgarsation (WHO) regelmaliig
Berichte und Prognosen ubelie weltweite Verteilungmaligne neoplastische
Neuerkrankungeralso bosartiger Tumorerkrankunganddendaraugesultierenden
Todesfalle.!'3! Von BeginndieserstatistischerErfassungan ist eine Zunahme in
beiden Fallerzu verzeichnen2008 prognostizierte die WH®@ir die kommenden
Jahreeinen drastischa Anstieg anKrebsneuerkrankungeand damit verbundene
Todesfallé?! In ihremWorld Cancer Reponton 2014 schatzte die WH®asierend

auf Daten desGLOBOCAN Projekts der IARC fur 2012 die Anzahlder
Krebsneuerkrankungen aid Mio. und die Anzahl damit verbundariBodesfalle auf

8 Mio..B1 2018 vedffentlichte die IARC eine neue Schéatzung von weltweit 18.1 Mio.
Krebsneuerkrankungen urghmit verbundene Todesfalion 9.6 Mio. ein noch
starkerer Anstieg als urspriinglipinognostiziert* Haufig wird ein Zusammenhang
zwischen diesem drastischen #ieg an Krebsneuerkrankungen und der zunehmend
veranderten Lebensweise der Menschen in Bezug auf Ernédhrung, Alkoholkonsum,
Rauchen und anderer menschengemachter Umweltein§ékaépft® €1 2018 waren

dem statistischen Bundesamt (Destatis, Stauadi, 2020 nach, in Deutschland
maligne Neoplasien nach Erkrankungen des #¢ereislaufsystems zuidie zweithau

Todesursachen nach Krankheitsarten 2018
in%

23,6 %
Sonstige

36,2%
Krankheiten des
Kreislaufsystems

43 % )
Krankheiten des 954 874

Verdauungssystems L Todesfalle

insgesamt

44 %

Verletzungen und
Vergiftungen

S 15% 24,1%
Krankheiten des Bosartigen

Atmungssystems Neubildungen
(Krebs)

© W Statistisches Bundesamt (Destatis), 2020

Abbildung 2. Grafische Darstellung der Todesursachen nach Krankheitsarten 2018 in
Deutschland. Krebs stellt nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems die zweithaufigste
Krankheitsursache der Todesfélle in Deutschland dar (Destatis, 22.06.2020).[
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figsteUrsache krankheitsbedingter Todesfalle (vgl. Abbild2)1§1% Circa 24% aller
Todesféalle 208 lieRen sich aufmaligne Neoplasierzurtckfuhren. Zu derflnf
haufigsten Tumorarten, die zum Tod fuhrtggehoéten Lungen und Bronchial,
Mamma, Pankreas Kolon-, und Prostatakarzinont€! Obwohl in den letzten Jahren
grol3e Fortschritte in der Aufklarung der Ursachen und molekularen Vorgange der
Tumorbildung und der praventiven und intervenierenden Medizin gemacht wurden,
stellt Krebs nach wie vor eine ernstzunehmende Beladturdje Bevdkerung dar.
Diese anhaltende Problematik und die im Verlauf dieser Arbeit beschriebenen
Probleme der aktuellen Tumorbehandlung stelfie Wissenschaft und Medizin
weiterhin vor die Aufgabe neue Therapieansitze uwstrategien gegen

Tumorerkrankungen zuriden.

1.2 Tumorentstehung und-progression

Der Fortschritt der Wissenschaftermdglichte in den letzten Jaehnten die
Aufdedkung molekularer Vorgénge, die wahrend der Tumorentstehuwhepuogres
sionablaufen HANAHAN undWEINBERG definierten 2000 die sogannterHallmarks
of Cancerund flugten diesen 2011 einigeeu entdecktehallmarks hinzu (vgl.
Abbildung 3).1%12 Diese hallmarks beschreiben Eigenschaften, die sich Zellen
wahrend derTransformation zur Tumorzellaneignen und welchen Einfluss das
darumliegende Gewebe, vdtiaANAHAN undWEINBERG erstmals als Tumorumgebung

definiert, aufTumorwachstum uneprogression hat. Zu diesen Eigenschaften zahlen

Unabhang-
igkeit von
Wachstums-
signalen

Desensibili-
sierung
gegen

Wachstums-

inhibitoren

Invasion &
Metastasie-
rung

Genomische
Instabilitét

Angiogenese

Tumor-
progres-
sion

Erzeugen
von
Entziindung-
en

Entgehen
der
Immunant-
wort

Entgehen
des
program-
mierten
Zelltods

Deregulie-
rung des
Energie-
haushalts

Unlimitiertes
Replikations-
vermogen

Abbildung 3. Hallmarks of Cancer, von HanAHAN & WEINBERG definierte Eigenschaften, die
Tumorzellen bzw. Tumore bei ihrer Entstehung und inrem Wachstum erlangen.[11.12]
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die (1) Unabhangigkeit von Wachstumssigmglé2) Desensibilisierung gegenuber
Wachstummhibitoren (3) genomische Instabilitdt(4) das Enkommen vor der
korpereigenen Immunantwort un) des programmierten Zelltods6) ein
unlimitiertes Replikationsvermégen (7) die Deregulierung des zellularen
Energiehaushalte§d) das Erzeugetumorfordernder Eiztindungsreaktionen(9) die
Aktivierung von Angiogeneseynd (10) der Invasion und Metastasierudg! Die
Proliferation einer Zelle ist stark abhéangigwé&leichgewicht zwischeexternen und
internen wachstumsférdernden unthhibierenden Signalenn der Regel tGiben vor
allem die umliegenden Zellen dur@ezernieen derartiger Signalesinen starken
Einfluss auf das Wachstumsverhalten einer Zelle\deisinderte Expressionsleddr
Signaprotene oder Mutationen der Rezeptordithren zur Unabhangigkie dieser
Wachstumsgnale(1 & 2). Dies hat zur Folge, dass diansformierendegellen unter
chronisch erhohter Proliferation stehen und das umliegende Gewebe durch
wachstumsinhibierende Signale keinen Einfluss mehr auf die Proliferation der
Tumorzelle nehmen kanf® Diese versirkte Proliferatiosrate kann weitere
hallmarksnach sich zieheburchdas Umgehesogenannter Zellzyklusheckpoints
(vlg. Abbildung4), Kontrollpunkte die die intraund extrazellularen Bedingungen fir
den Verlauf des Zellzyklupriifen,kommt esz.B. zu einer erhdhten Instabilitat des
Genoms(3).'* Diesecheckpointkénnenden Zellzyklus arden Phaseniibergangen
anhalten, wenn z.B. die DN8ynthese niat korrektverief, die Mitose oder die

Zellteilung nicht vollstandidbeendet wurdeAuch der allgemeine Zustand der Zelle
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Abbildung 4. Zellzyklus checkpoints kontrollieren den korrekten Ablauf des Zellzyklus. Der
Restriktionspunkt Uberpriift externe und interne Bedingungen der Zelle fur Eintritt in den Zellzyklus, der
Gi-, S, und G2 Checkpoint stoppen den Zellzyklus bei DNA Schaden (G, S, G2), Stérungen an der
Replikationsgabel (S) oder unvollstandig Replizierter DNA (G2). Der spindle assembly checkpoint (SA)
stoppt den Zellzyklus in der Mitose (M), wenn die Chromosomen nicht vollstandig an die mitotische
Spindel gebunden sind.
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bzw. negativeUmwelteinfliisse konnen zu Zellzyklusarretierungen fitkf&murch

das Ausschalten dieselreckpointerhoht sich die Mutationsrate der Zellen da Fehler,

die normalerweise korrigiert worden waren einfach Ubergangen und an die
Tochterzellen weitergegeben werdeht”)  Weiterhin  hat die erhohte
Proliferationsrate einen starken Stoffwechselanstieg und eweréinderten
Energiehaushalt der entarteten Zellen zur Folge (7). Dies auf3ert sich unter anderem in
veranderten Expressionslevel von Enzymerd Proteinendie das intrazellulare
Redoxmilieu aufrechterhalten (z.B. rXR, GSH und in einer erhdohten Menge
sogenannter ROS, ein Resulithohtermitochondriale Aktivitat.[*82 Der erhdhte
Stoffwechselder Tumorzellen verursacht in der Tumorumgebung eine konstante
Hypoxie und ein reduktives Milieu. Dieser hypoxiscBestand undder erhohte
Néahstoffverbrauch aktieren Strategien der Tumorzellen, die bei weiterem Verlauf
schwerwiegende Folgen fur dBatienta haben konnen. Tumorzellen rekrutieren ab
einer TumorgréRe weniger Millimeter das umliegende Gewebe dazu, BlutgefaRe zum
Wachstum anzuregen (Angiogeng8e®??l Sekreti erte VEGFOs
Endothelzellen der nahegelegenen Blutgefal3e zur Teilung und zur Ausweitung des
Gefal3systems in Richtung Tumor. Das tumorale Blutgefal3system versorgt den Tumor
mit den notigen Nahrstoffen und ermogtichs dem Tumorgeebe sich weiter
auszubreiten. Im Gegensatz zu gesunden BlutgefaRen ist das tumorale
Blutgefal3system aufgrund seines unregulierten Wachstums ungleichmafig, fehlerhaft
und oft l6chrig?t?? Einige Tumorzellen kénnen sich vom Priméartumor ablésen, in
das unliegende Gewebe (Invasionind die Blutgefal3eeindringen(Intravasation),
Uberdie Blut- und Lymplbahnen irentfernteTeile des Kdrpers wandern, dort wieder

aus de Blutgefalen heraustreten (Extravasation), und neue Tumorkolonien bilden
(Metastasierung) (g Abbildung 5).123241 In den meisten Féllen sind es diese neuen
Tumorherde und die negativen Auswirkungendiafdort liegende Umgebung (z.B.

die letztendlich zum Tod fiihréf?! Die fehlerhafte Ausbildungler BlutgefaRe
beginstigt dies und erschwert eine Behandlung des Tumors, da Chemotherapeutika
eher im Gewebe versickern als ihr Ziel zu erreidfeft! Es ist nicht zwingend, dass

sich ein Tumor alle diese Eigenschaften aneignet, und auch die Reilestaticht

festgelegt!!*?!
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sich ein tumorales Blutgefasystem (d, e€). Einzelne Zellen kénnen dem Tumorverband entkommen (f), durch das Gewebe wandern (Migration), in die Blutbahn eindringen

Abbildung 5. Tumorentstehung und -progression durch Transformation einer gesunden Zelle (a, b). Die Tumorzelle vermehrt sich und verdrangt umliegende gesunde Zellen
(c). Ab einer GrofRe von ca. 2 mm reichen die durch das Gewebe diffundierten Nahrstoffe und der Sauerstoff nicht mehr aus, um die Tumorzellen zu versorgen. Die Tumorzellen
regen durch Sekretion von (V)EGFs Blutgefaf3e im umliegenden Gewebe zur Sprossung an (d). Die Endothelzellen der Blutgefale teilen sich in Richtung Tumor und es bildet
(Intravasation), in entfernte Kérperteile gelangen, dort wieder in das Gewebe eindringen (Extravasation) und sekundare Tumorherde bilden (Metastasierung). 1112241
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1.3 Die klassischePlatin-Tumortherapie

Die Kenntnis von den molekularen Vorgangen wahrend demsformation und dem
Tumorwachstunbietd die Chance gezielt aufen Tumor und die Tumorumgebung
einwirken zu konnen. Einige dehallmarks bieten ideale targets fur die
Tumortherapie. So wurde die Suche nach immer besseren, spezifischeren Wirkstoffen,
die eine erhohte Aktivitdt und gleichzeitig geringere Nebenwirkungen als bisher
verwendete Wirkstoffe aufweisen zu einem wichtigen Forschungsbereich der
pharmazeusichen Wissenschaft. Wirkstoffe die gezielt bestimtatgetsansprechen
ricktenin den Fokus der Forschung. Zu diesargetsgehotren u.a. die DNA, die
Mitochondrien, das Zytoskelett unelssenziellezellulare Prozesse, die Uber das
Wachstum und Uberlebeiner Tumorzelleentscheidekénnen sowie das tumorale
BlutgefalisystemDie klassische Tumortherapie zielt auf die nucleare DNADab®
Schadigung der DNA und damit verbundener Proz&sse je nach Ausmafer
Stérungschwerwiegende Folgefiir eine Zellehaben Die Geschichte dePlatin
Tumortherapiegeht viele Jahre auBARNETT ROSENBERG und dessenzuféllige
Entdeckung debiologischen Wirkung von Cisplatin, die Aufklarung des genauen
Wirkmechanismus undie Entwicklung zudenheute eingesetzten Tumorwitkffen

zuriick?6:27]

131 Peyr on e 6isDie@Qiederemtdeackung

Als B. ROSENBERGet al. 1965 bei ihrer Untersuchung der Auswirkungen elektro
magnetischer Felder auf das Wachstumsverhaltericvonli zuféllig die biologische
Aktivit?at von dem damal sV. REYRGNE) Pekayymeon e 6 s Ch |l ¢
Cisplatin entdeckten, ahnten sie nicht, dass sie mit ihrer Entdeckungiamd
darauffolgenden Forschung eine neue AraTdenottherapie, die einige Jahrzeh
andauern sollte, einlautet&f?®! Wahrend ihrer Untersuchungen beobachteten die
Wissenschaftlenach Anlegen einer elektrischen Spanneane Verlangerung der
Bakterienzellen um das ca. 300 fache der Urspriinglichen GroR3e. Dieser Effekt blieb
auch nah Abschalten des Stroms erhalten, VRa&sSENBERGet al. zu dem Schluss
brachte, dass diese Verlangerung der Bakterien nicht ein Effekt der elektrischen
Felder sondern auf neugebildete VerbindungerBakteriennedium zurtckzufihren
war!?® Bei der Durchfiirung ihrer Experimente reagierte von der Platinelektrode
abgel6stes Platin, das aufgrund seiner chemischen Indréugig verwendet wurde

mit dem Ammoniumchlorid imMedium zu dem heute als Cisplatin bekanntiesn

-12-
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[Pt'CI2(NH3)2] (1) und seinem Platin(lV) Analogis-[PtVCla(NH3)2] (2) (vgl.
Abbildung6).2%

Cl
1 2
P! PtV

Abbildung 6. Strukturen des von M. PEYRONE 1844 erstmals synthetisierten und von B.
ROSENBERG et al. 1965 wiederentdeckten cis-[Pt"Cl2(NHs)2] (1) und seines PtV-Analogs cis-
[PtVCla(NHa)2] (2).12930

In den nachsten Jahren konnRWSENBERGet al. zeigen, dass Cisplatin nicht nur das
Wachstum verschiedener Gramgativer Bakterien inhibiert, sondern auch zum
Wachstumsstopp undur Regression von Sarkoma 180moren und Leukamie
L1210 fiihrte, die inICR Méause gepflanzt wurd€ef:31 1978 wurde Cisplatin
schlie3lichvon der FDA zur Behandlungon Hodenkrebs zugelassdBasierend auf
der erfolgreichen klinischen Anwendung von Cisplaturde in den nachsten Jahren
eine Vielzahl verschiedener Platinnd anderer Metallverbindungen auf ihre
antitumorale Wirkung hin untersuchimit dem Ziel die dosislimitierenden
Nebenwirkungernvon Cisplatin,wie Nephre, Neure, und Ototoxizitat, Anamie,
sowie Ubelkeit, und Erbrecherzu senkenund die Bioverfiigbarkeit und die
Tumorspezifitat zu erhohé#f' 38! Auf diese Weise wurde eine zweite und dritte
Generation von CisplatiAnaloga entwickelt, welche zwar eine reduzierte
Nephrotoxizitdt und einen Rlkgang anderer Nebenwirkungen verzeichnen lie3en,
jedoch andere Nachteile wie z.B. geringere Effektivitat mit sich brachten (vgl.
Abbildung 7).[26:37:38]

@]

0
HsN cl o) Cl HsN o .
g :' “: 11, f Abbildung 7. Strukturen der ersten,
HN c 0 Cl Hy N' ‘0 zweiten und dritten Generation von

© Cisplatin-Wirkstoffen, die heute

Cisplatin Carboplatin Lobaplatin weltweit oder nur in bestimmten
Landern zur Tumorbehandlung zuge--

lassen sind: Cisplatin, Carboplatin

N/; :O:/E D: “\O:/< Lobaplatin,- Oxalip;latin und,
N © N Yo Nedaplatin.
Oxaliplatin Nedaplatin
Trotz ihrergemildertenjedochweiterhin bestehenden Nebenwirkungen gehoren diese
Platinverbindungen auch heute noch zu den Standardbehandlungen von
Tumorerkrankungen und werden bebliden Krebseakrankungen der Hoden,

Eierstbcke, der Blaseerschiedener Arten von Lungenkrebs, Melanome, Lymphome

-13-
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und Myelome bevorzugt eingeset?4% Wihrend Cisplatin, Oxaliplatin und
Carboplatin weltweit fir die Kklinische Anwendungzugelassen sind, ewden

Nedaplatin(Japan), Lobaplatin (Chinaur in bestimmten Landern verwenét

1.3.2 (Klassischey Wirkmechanismus von Platinverbindungen

Cisplatin und seinéd\nalogafolgen dem gleicherWirkmechanismus und bindean
Purinbasen der DNA. Wahrend der Chemotherapie werden die Cisplatin
Verbindungen in einer mit Mannitol versetzten Saline gelost paEdnt
verabreich#*#?l Die Zugabe von Mannitol lindert die Nephrotoxizitat, eine der
Nebenwirkungen der Plati@hemotherapie, die Chlorgaltige Saline (154nM)
verhindert einen vorzeitigen Austausch der Chlorliganden gegen Wasser. Im Blut
verhindert dies der natiirliche Chidionengehalt*243! Gelangt das Platinsalz aus dem
Blutstrom uber Diffusion odeaktive Transporter wie ddtupfertransporter CTR1 in
die Zelle, kommt es aufgrund des Konzentrationsabfalls an Chloridieoerca.
100mM im extrazellularen Raum auf ca. #mm Cytosol zum Austausch eines oder
beider Chlodliganden gegen Wasser und zur Bildung des aktiveis-
Diamminodiaquaplatin(ll) (vglAbbildung 8).4%4445 Durch den Ligandenaustausch
liegt der Komplex nun positiv geladen vor und kanitht mehr durch die
Zellmembran diffundierel* In einigenTumorentitétersind Transporter wie CTR1
entscheidendbei derResistenzbildung gegdPlatintherapeutikaSo wird die CTR1
Expression stark reduziert sobald bestimmte Tumorentitdten mit Cisplatin oder
[C] 100 mM 4 mM

Cytosol mono-/bifunktionelle
DNA-Addukte

Abbildung 8. Schema der Aufnahme, Aktivierung und Adduktbildung von Cisplatin mit DNA. Die
Aufnahme des neutralen Cisplatin erfolgt durch Diffusion oder aktive Transporter (z.B. CTR1) aus dem
Blut in die Zelle. Der Austausch der Chlor-Liganden gegen Wasser findet aufgrund des
Konzentrationsunterschieds der Chloridionen im Blutstrom und im Cytosol statt. Die Bildung von mono-
oder bifunktionellen DNA-Addukten erfolgt bevorzugt mit Guanin und Adenin. Abbildung frei nach
ALERDEN et al..*!
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Kupferverbndungen behandelt werden. Der Verlust von CTR1 hat einen starken
Anstieg der CisplatitResistenz zur Folgé8:41:46:47]

Erreicht der aktive, aquierte Platinkomplex die DNA im Zellkern so bildet er mono
oder bifunktionielle Addukte mit Ntleobasen in der groRen Furche der DRFA744
Dabeiwird das PtAtom spezifischvom N’ von Guanitbasen(vgl. Abbildung 9)
koordiniert in wenige Fallen auctvon Adenirbaser?” Die (ibrigen Stickstoffatome

der Purinbasen stehen aufgrund von sterischen Einschrankungen in der Doppelhelix

fur die Komplexierung nicht zur VerfigunBer Austausch des zweité&gualiganden

ermdglcht die Verknipfung zweier
£7 s L /H direkt benachbarter Nucleobasen im
K 4 gleichen Strang, was die Paarungen
‘1(“ / G N—H-----ee-- N/ c \ GG (1,2intrastrang, ca. 65% der Falle)

e ’ . y
*< O/>* &J odercissAG (1,zintrastrang, ca. 2%

der Falle) ermdglichg’*" Seltener

sind bifunktionelle Addukte mit

Abblldung 9. Angrlffspunkt von Clsplatln und Guannbasen ZW|SChen denen elne
seinen Analoga in der GC-Basenpaarung.

Cisplatin  bindet bevorzugt am N’ der weitere Nucleobase(N) liegt (GNG

Guaninbasen. Aufgrund von sterischen Hinderungen . .
stehen die anderen Stickstoffe als Reaktionspartner in 1,3-intrastrang). Ebenso selten sind

der Doppelhelix nicht zu Verfigung. monofunktionelle Addukte an Guanin
oder bifunktionelle Addukte mi¢wei Guanirbaseran verschiedenen DN&trangen
(cis-GG-interstrang)?”*"“€1 Die Ausbildung einer 1,2ntrastrang Verkniipfung tber
zwei benachbarte Guaninbaskrt zum Abknicken der DNA um ca. 400° in
Richtung der grof3en Furche und einer Entwindung der Doppelhelix m232{¥gl.
Abbildung10)2759%2 Dje Verdrehung der DNArerhindertdaskorrekte Binden von
DNA-assoziierten Proteinen, bzw. das Ablesen der genetischen Information und
essenziellezellulare Prozesse werden angehalten. In einer derartig geschadigten
Tumorzelle werden Uber Sensoren (ATM, ATéle DNA Schaden erkmeneine

Reihe zellulare Signalwege die zu Uberlebensstrategidei DNA-Schadigungen
gehoren aktiviert und versucht dieséckgangig zu machen bzw. die Apoptose

ausgelosts
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Abbildung 10. Morphologische Verdnderung einer B-DNA Doppelhelix (links) nach Aus-bildung
einer 1,2-Intrastrang-verkntpfung mit Cisplatin (rechts). Die Verknipfung zweier benachbarter
Guaninbasen fuhrt zum Abknicken der DNA in Richtung der major groove, und folglich zur Aktivierung
von zellularen pathways, die mit DNA-Reparatur und cell survival assoziiert sind, und letztendlich zur
Aktivierung von Apoptose.[4951

1.4 Zellulare Reaktion auf DNA-Schaden

TP53geh®°rt zu einigen wenitgerni Gkinee nTr aved fcdhremas
einer gesunden Zelle zu einer Krebszelle verhinderhstellt einen der wichtigsten
Regulatoren der Zellzykluscheckpoints dar. TP53 tragt in ca50% aller
Tumorerkrankungen eine Mutation, die das Expressionsprodukt inaktiviert od
vollstandig 16sch® Das Tumorsuppressorgen codiert fiir den Transkriptionsfaktor
p53, welcher aufgrund von genotoxischen und anderen zellularen Stresssignalen
aktiviert wird und verschiedene Uberlebensstrategien der @dligeren kant®” Das

Protein wirdin jeder Zelle konstant produziert, unterliegt jedoch einer nattrlichen
Instabilitat und kommt daher in gesunden Zellen fast nicht®¥6¥ Zu den
Stresssignalen, welche p53 aktivieren gehdren EB¢Aaden, Hypoxie, Hyperoxie,

die Aktivierung von Oncogenen wimycoderRas,durcheinenerhdhten zellularen
Metabolismus verursachter Nahrstoffmangel und einige mehrAbbildung 11).15%

59 Die Aktivierung von p53 I6st je nach Ursache des Stresssignals verschiedene
Zellantworten aus. Eirseder primaren Signale, die zu einer g9ivierung fiuihren

ist die Beeintrachtigung der DNA z.B. durch Strahlung, gensttre Verbindungen

oder oxidative Schadét! In den letzten Jahren wurde p53 mit zunehmend mehr
Stresreaktionen der Zellen Verbindung gebracht und gilt heute als Dreimd
Angelpunkt fur die Vermittlung der verschiedensten Stressreaktionen. Zu den
wichtigsten Folgen, die die p53 Aktivierung mitcts bringt, gehéren der
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Schaden an der Oncogenakti- Hitze-

DNA Schaden Hypoxie NTP Mangel NO mit. Spindel vierung /Kalteschock

NN L

N S

ZelHklusarrest Seneszenz

Abbildung 11. Aktivierung von p53 durch Stresssignale wie DNA-Schaden, Hypoxie, NTP-Mangel,
Stickstoffmonoxidlevel, Schaden der mitotischen Spindel, Aktivierung von Oncogenen oder Hitze-
/Kalteschock der Zelle, resultierend in Zellzyklusarrest, Seneszenz oder Apoptose. 15859

Zellzyklusarrest, Seneszenz der Zelle oder der programmierte Zelltod, die
Apoptose®” Der Arrest am Kontrollpunkt einer Phase des Zellzyklus gibt der Zelle
Zeit entsprechend auf die Stressursache zu resgieand z.B. DNA
Reparaturmechanismen zu aktivieren. Die Aktivierung von p53 erfolgt durch
posttranslationale Modifikationen des Protawie Phosphorylierungen durch ATM,
ATR oder DNAPK 5% Diese drei Kinasen erkennen Schaden an der DINé
geben diess Signahn p53 weiter. Das sonst instabile Protein wird dadurch stabilisiert
und akkumuliert in der Zelle. p53 fordert als Transkriptionsfaktor die Expression
verschiedener Proteine und Enzyme, die Teil von ER&paraturmechanismen sind,
das Fortschreiten im Zelklus beeintrachtigen oder das Schicksal der Zelle durch
Einleiten von Seneszenz oder Apoptose entscheiden konnaa. die DNA
beeintrachtigtférdert die erhdhte p53 Konzentration die Expression von®324.
Dieses bindet und inhibiert cyclin/CBKomplexe, welche fir das Fortschreiten im
Zellzyklus von der @Phase in die #hase kontrollieren, d.h. dielle arretiert am
Kontrollpunkt in der G-Phase des Zellzyklus (vgl. Abbilduig) 561 AP-1, bzw.

Spl kbénnen, aktiviert durch eine toxische ROShkamtration, die p2Expression
direkt aktivieren und verhindeginen oxidativen Schaden dBNA bzw. deren
Replikation!®¥ 7@ Der Charakter des Stresssignals bestimmt die Art der p53
Aktivierung und folglich eine entsprechende Stressantartkannp53 aucheinen
Zellzyklusarrest wahrend derhase und am# Kontrollpunkt auslésef® Durch
Auslosen bestimmter Stresssituationen und dadurch das Aktivieren von p53

vermittelten Signalwegen lassen sich Tumorzellen gezielt bekampfen.
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- ROS ivi
) Aktivierung —
DNA Schéaden \ Inhibition —]
l AP-1
ATM Sp1

ATR \
| cyclinE/ Zellzyklus-
M = ‘ p21 CDK2 — arrest

Abbildung 12. Signalweg des Zellzyklusarrests am Gi/S Checkpoint. DNA Schaden werden von
ATM/ATR erkannt, schadliche Konzentrationen von ROS durch AP-1/SP1. ATM/ATR stabilisiert p53,
welches als Transskriptionsfaktor die Expression von p21 vermittelt. AP-1/SP1 aktivieren ebenfalls die
Expression von p21. Dieses bindet an cyclin/CDK Proteinkomplexe und inhibiert deren Aktivitat. E2F,
nétig fir den Ubergang von der Gi-Phase in die S-Phase, wird nicht mehr phosphoryliert und bleibt
inaktiv. Es kommt zum Gi-Arrest der Zelle.[5%155.61.66,68]

1.5 Apoptosei Der programmierte Zelltod

Bei irreversiblen Schaden der DNAtoxischen ROSMengen, oder anderer
irreparablen Zellschaden wird u.aler programmierte Zelltod, die Apoptose
ausgeldst’+™ Diese lauft, im Gegensatzum Zelltod durch Nekrose, streng reguliert
und As a li®bHEne izelleselfahrt wahrend der Apoptose charakteristische
morphologische Veranderungen: Die Zelle schrumpft und rundet sich ab.
Komponenten des Zytoskeletts depolymerisieren, und die Kernlamina wird abgebaut,
die DNA kondensiert und fragmentiéf. Die abgebauten Zellbestdteile werden in
sogenannten apoptotischen Kérperchen verpatiblying und von Phagocyten oder
benachhbrten Zellen absorbiert, bevor sie ihren Inhalt in das Gewebe entlaggen
Abbildung 13). Wahrend der Nekrose schwillt die Zelle an, bis sie platzl ihren
gesamten Zellinhalt in das Gewebe fjitit [/4 7 Dies ruft Entziindungsreaktionen des
Gewebes hervor und kann benachbarte Zellen schadiyddie Regulation der
Apoptose unterliegt einem verschréankten Netz von zellularen pna ant

apopbtischen Signalketten. Verschiebt sich das Gleichgewicht dieser Signale in

Abbildung 13. Morphologische Veran-

o) R derungen einer apoptotischen und einer

- 0 nekrotischen Zelle. Die apoptotische Zelle
schrumpft, rundet sich ab. Nach Abbau von

e
%02

y Proteinen und DNA werden Zellbestandteile

in apoptotischen Kdérperchen verpackt und

4,% durch benachbarte Zellen phagocytiert. Die
W - nekrotische Zelle schwillt an bis ihre
e Plasmamembran reil3t und der Zellinhalt in

@ O das Gewebe freigegeben wird. Blau T

Nucleus.["

- 18-



Einleitung

Richtung preapoptotisch wird eine Kaskade von ProteAk&vierungen ausgelost
die sich nicht nur selbst verstarkt, sondern auch nicht mehr aufzuhaltérflist.

Im Folgenden allen vereinfachtdie zellularen Mechanismaimd insbesondere die
Rolle der Caspasen wahrender Apoptosdnduktion, Signalweitergabe und
Ausfihrung genauer erlautert werden.

Apoptose kann in einer Zelle tUber verschiedene Signalwegejen extrinsischen
und de& intrinsischen und einen von diesen unabhangigenWeg ausgelost
werden”>79%l Der extrinsische Signalwefvgl. Abbildung14) wird (ber TNF
Todesrezeptoren (z.BFasR durch binden extrazellulare Signale (z.B. Fasl)
aktiviert[’98 Uber ihre intrazellulare Todesdomamekrutieren sidroteine FADD,
Procaspases8/-10), die den sogenannten DISC bilden. Durch die raumh&itee der
Procaspasenm DISC aktivieren sich dse autokatalytischDie aktiven Caspasen
fungieren als Initiatorcgmsen deEffektorcaspaserB, -6 und-7, welche letztendlich
den Abbau der Zelle vermittel##®! Oft reichen die Signale des extrinsischen
Signalweges nichaus um den point of no returnzu Uberschreiten, weshalb der

extrinsische auch den intrinsisch&poptoseweg rekrutiert und aktiviéft! &+

Aktivierung —»

intrinsischer
Signalweg

Cas-3
Cas-6 |:> Apoptose
Cas-7

Abbildung 14 Aktivierung des extrinsischen Signalweges durch Binden des TNF Liganden FasL
an die Todesrezeptoren FasR. Das Signal wird durch Rekrutierung von FADD und Bilden des DISC
in das Zellinnere weitergegeben. Im DISC werden die Initiatorcaspasen-8 und -10 autokatalytisch
aktiviert, die ihrerseits das Signal an die Effektorkaspasen-3, -6 und -7 weitergeben. Bid verbindet den
extrinsischen und intrinsischen Signalweg.[582185]

Der intrinsische Signalweg wird durch Schaden an der DNA, chemotoxische
Substanzen, starke Veranderungen von zellularen Signalwegen, exzessive Aktivierung
der Zellprogression und andereproapoptotischen Signalen ausgelogigl.
Abbildung 15).1"¥ Pro- und antiapoptotische Mitglieder der B2IFamilie regulieren

den intrinsischen Signalweg durch gegenseitige Interaktion und InhiBRigmmmt

es z.B. zur irreversiblen Schadigung der DeAet der Transkriptionsfaktor p53, die

Expression von proapoptotischen Proteif®uma, Noxa ein, welche ihrerseits
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Aktivierung —»

Apoptose Inhibition ——
ﬁ extrinsischer Translokation ----»
Signalweg
Cas-3 J
Cas-6
Cas;?'\ Nucleus
c=) \
'\%’ ATR
< N
' PUMA m‘}\ DNA-Schiden
i ¥ ) i
. e AL )

“~<Smac, Cyt-c Bak
| Mito@d@ ﬂ\ (R\\ Cytosol

Abbildung 15. Aktivierung des intrinsischen Signalwegs durch Schéadigung der DNA.
Kontrollproteine wie ATM oder ATR erkennen irreparable Schaden and er DNA und stabilisieren
p53. Dieses fungiert als TF fir PUMA und NOXA. Diese Aktivieren proapoptotische Mitglieder der Bcl-
2 Familie (z.B. Bax, Bak), welche in der Mitochondrienmembran integriert Poren bilden und Proteine
wie Cytochrom-c oder smac in das Cytotosol freisetzen. Cytochrom-c bildet gemeinsam mit apafl und
der Procaspase-9 das Apoptosom. Die Initiatorcaspase-9 aktiviert sich autokatalytisch und gibt das
Signal an die Effektorcaspasen-3,-6,-7 weiter. Smac inhibiert die Caspaseinhibitoren IAP. Bax kann
ebenfalls Gber den extrinsischen Signalweg durch Bid (tBid) aktiviert werden.[66.88.90,92194]

Apoptosevermittler (Bax Bak) aktivieren®”'81 Aktiviert bilden Bax und Bak
Membranporen undraktorenwie Cytochromc oder smac entkommenaus dem
Intermembranraum der Mitochondriers Cytosol Cytochromc, das normalerweise

als Elektronentransporter in der mitochondrialen Atmungsketgdtnibt nun im
Cytosol eine sekundgreapoptose vermittelndé-urktion aus und aktiviert im
Apoptosom &paf]) die Initiatorprocaspas@.’®®° Caspase, welche sich wie die
Initiator Caspasen des extrinsischen Weges, durch ihre raurNiittesim Apoptosom
erstselbstundanschlieRend wiederutdie CaspaseB, -6 und-7 aktivieren®3% Das

Bcl-2 ProteinBid verknlpft diese zwei Signalwege (ersisch und intrinsisch) indem

es von Caspasg gespalten wird und akBid Bax aktiviert’®@ Um eine zufallige
Aktivierung der Apoptosewege zu verhindern wird das Signal der autokatalytisch
aktiven Caspasen durch IAPs gedampft. Diese Inhibitoren intezagemtweder mit

dem aktiven Zentrum oder markieren die Caspasen durch Ubiquitinierung fir den
Abbaul® Aus den Mitochondrien freigesetzte Regulatoren swecinhibieren die
Aktivitat der IAPs und verstéarken dapoptotosch&ignall®® Die aktiven Effétor-
Caspasen aktivieren Enzyme, wie Proteasen, Kinasen und DNAsen, oder bauen selbst
Kompartimente der Zellen ap’ °*10d

Die Mitochondrien vermitteln nicht nur indirekt die Apoptose, sondern kbénnen auch

direkt alstargetder Tumortherapie angesprochen werden. Die direkte Deregulierung
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der Redoxhomdoostase durch das gezielte Erzeugen von ROS oder die Inhibition von
Enzyman, die das Redoxmilieu aufrecht erhaltgz.B. TrxR), bricht das
Mitochondrienmembranpotential(MMP af]) zusammen, wodurch Apoptose
Vermittler wie Cybchromc aus dem Intermembranraum freigesetzt werdehdie
apoptotische Kaskade aktivieréh'® Neben de Caspaseermittelten Apoptose

kann der Verlust des MMPauch eine Caspasmabhangige Form der Apasie
auslosen. Hierbewird der Zelltod direkt durchaktoren (z.B.AlIF, EndoQ des
Mitochondrienintermembranraumes vermittelt, ohtass die Caspasen aktiviert
werden. ["%1®21® EndoG, einemitochondriaé DNase, fragmentiert die DNA im

Zellkern, AlF I6st die Chromatinkondensatiamd den Abbau der nuclearen DNA
ausl1041®]

1.6 Entwicklung neuartiger Metallkomplexe fir die Tumortherapie

Lange bevoihre Wirkmechanismen bekannt waramyurden bereitdVetalle in der
Medizin eingesetztDabei hatten die Mewken frih die Wirkung verschiedener
Metalle gegen unterschiedliche Krankheiten erkaBotnutzten schon die Chinesen
ca. 2000 v. Chr. Metalle in der MediziBold wurde gegen ArthritiBismuth gegen
Magengeschwiire, und Silber bei bakteriellen Infektioeimgesetzt®! Die ersten
Behandlungen von Leukédmie mit Metallverbindungen lassen sich auf das 16.
Jahrhundert zuriickfiihrét/l

Auranofin (vgl. Abbildung 16), eine Goldverbindung

/goe/s_m_ms ist seit 1985 zur Behandlung vorrheumatischer
A oAc Arthritis zugelassert® Neben seiner antirthritiscten
Auranofin Wirkung zeigte sich Auranofiauch gegentber anderen
Q:I?:Ldetr;?atiiihe :zl:':;l;;ﬂ :ss Krankheiten alsvirkungsvoll, darunter auch Krel#§?
Seitdem wurde eine Vielbaverschiedener Liganden,
die selbsteine biologische Aktivitaaufweisen mit biologischektiven Metallen wie
Gold, Silber, Ruthenium Osmium und natirlich Platinkombiniert, um eine
Wirkungssteigerung aus Ligaelund Metall zu erreiche®%1 Die Variation der
Liganden kann neben der biologischen Wirkundgeinfluss auf verschiedene
physikochemische Eigenschaften, wdemplexstabilitat,-ladung, und -l6slichkeit
nehmen und dadurch z.B.ediBioverfuigbarkeit am Tumor, die Aufnahme der

Komplexe in dieZelle oder die zellularetargetsbestimmen
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1.6.1 Steuerung debiologischen Aktivitatdurch Ligandenvariation

Beispiele fir den Einflussden Liganden auf diebiologische Wirkung von Pt-
Komplexen haben konnen stelledie Komplexe einer Serie von NHC
Platinkomplexen mit (1;®ibenzyl)imidzaoi2-yliden Liganden und verschiedenen,
ciss und transstandigen Sekundarligandenvon MUENzZNER et al. dar (vgl.
Abbildung 17).214

< \%/O =z

cz->—Pt—Cl ﬁﬁ;—m—m
— | — |

3 4

Ter

S 2, ¢ =
cs.p—F!t—u o Pt—<
= b =l =

5 6

Abbildung 17. NHC-Pt" Komplexe 3-6 mit variierenden sekundaren Liganden, verschiedener
GroRe, Lipophilie, bzw. positiver Gesamtladung.1

Von diesen zeigternlie Komplexe3-6 relevante Aktivitditen und bemerkenswerte
Aktivitatsmuster(vgl. Abbildung18). Mit steigender Anzahl an PPBubstitutionen
und demEinfihren einer positiven Ladungm Platinzentrum erhohte sich die
Toxizitat der Verbindngen(6 < 3 < 4 < 9. Dies steht im Zusammenhang mit der
gleichzeitig ansteigenden Lipophilfé! Der geladene Komplexwiesgegeniiber den

getesteten Tumorzellliniesogar eine antitumorale Aktivitat mlCse-Werten im

Abbildung  18. Uberblick
(log(ICso)/ logm(ICso)) Uber die
Toxizitat der Komplexe 3-6 im 3
Vergleich mit Cisplatin
(CDDP). Die Werte sind im

Verhaltnis zur mittleren Aktivitat o 518A2
(logm(ICs0)) aller Komplexe = Panc-1
OMCF-7"°"
oder > 100 uM wurder\ zur p—
Berechnung des Logarithmus 6 mHT.29
genau 50 oder 100 pM
mDLD-1

angenommen. Negative bzw.

positive Balken zeigen im  cppp
Vergleich  zum  Mittelwert
bessere  bzw. schlechtere 4 3 2 A 0 1 2 3 4
Aktivitaten an.[t1 log(ICs0)/logm(ICso)

P
angezeigt. Fur ICso Werte > 50 5 [ '
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nanomolaren Konzentrationsbereich auf, darunter @isgatin-resistenteelllinien.

DNA-Interaktionsstudien zeigten, dass sich die Art und Intensitat der Interaktion der
Komplexe mit dem Austausch des DMSO Liganden durch ein oderPRigiund
dadurchder Einfiihrung einer positiven Ladung beeinflussen de Wéahrend der
DMSO Komplex3 vor allem kovalent an die DNA bindet und dies in zu Cisplatin
ahnlicher Menge, verschiebt sich die Interaktionsart mit zunehmender Abschirmung
der Chlorliganden durch PPhimmer weiter zu einer nichtkovalenta,
elektrostatische Interaktion. Komplex5 zeigt letztlich eine fast ausschlief3lich
elektrostatische Interaktion mit der DNA und I6st vor alléim Kondensation und
Aggregation der DNA ausransKomplex6 interagierte trotz annehmbarer toxischer
Aktivitat gar nicht mit der DNAY

Neben den Umtrschieden der Art und Intensitat der DMN#teraktion zwischer8-5

und Cisplatin, zeigten sich diese auch bei der Messun@ el&zyklusprogression
behandelter TumorzelleB.verursachte wie Cisplatin einen/@l Arrest, 4 dagegen
totete dieZellen,ohne enen Arrest zu verursachen ubitbste in den Zellen einen:G
Arrest aug!'!

1.6.2 AlternativeZiele

Die Schadigung anderdargets kann ebenfalls zum Zellzyklusarrest bzw. dem
Absterben der Zelle fiihren. Die Mitochondrien stellen fir jede Zelle
Uberlebenswichtige Organelle dar. Der Endosymbiontentheorie nach entwickelten sich
Mitochondrien als eigenstandige Lebensformen und wurden im Laufe der Evolution
von Einzellern aufgenommen und lebten in Symbiose mit ihren Wirtszfledeute

sind dieseaufgenommenen Lebensformen weitestgehend zurtickentwickelt und sind
gemeinhin als AKraftwer ke Hheptunktiore tut e fi be
Produktion von Energietrdgern wie ATP durch die in der Mitochondrienmembran
integrierte Atmungskette, tragen diitochondrien zu vielen weiteren zellularen
Prozessen und Signalgebungen bei. Als Nebenprodukt der Atmungskette entstehen
sogenannte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Peroxie)(bider Superoxide

(O2). Diese sind hochreaktive Verbindungen, diel@r Zelle durch Oxidation von
Proteinen, Lipiden und auch der DNA schwere Schéaden hervorrufen kéhizem
geringen Konzentrationen tragen R@®jegerzur zellularen Signalgebung BEIDie
naturlich vorkommende Menge intrazellularer ROS wird stremigtrolliert, da sie

einen fur das Zellschicksal entscheidenden Einfluss nehmen kénnen. In Tumorzellen
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ist der Grundausstof3 von ROS durch die verstarkte Mitochondrienaktivitat erhoht,
wodurch weiterer oxidativer Stress schadlicher fir Tumorzellen istinlSdsunde.
Gezieltes Eingreifen in die Reddiomoostase odegezielte Schadigungler
Mitochondrienbzw. ihrer Funktion oder der Funktion dort lokalisierter Enzyme kann
in Tumorzellen die Proliferation stoppen und im Idealfall den kontrollierten Zelltod
awslosenDer Einfluss den Liganderder auch die Art des Metabsif die biologische
Wirkung haben beschrankt sich nicht nur auf die direkte Interaktion der Komplexe mit
ihren targets (z.B. DNA), sondern kann auch den zellularen Wirkort bestimmen.
Ausnutzen lassen sich dabei sowphysikochemische Eigenschaftdar Kompexe

als auchdie Eigenschaften der Zellkompartimente. Mitochondrien besitzsgen
ihrer Funktion als Energielieferant der Zelleinen chemischen und elektrischen
Gradienteriiberdie Mitochondrienmembrai'® Durch die negative Ladung auf der
Membraninnenseite ist es moglich, dass sogenamhd&alisierte, lipophile Kationen
(DLCs) die Membran passieren und in den Mitochondriekkumulieren In
Tumorzellen ist dieser Gradient guiind der mitochondrialen Aktivitarhoht*l

Dies bietet eine Selektivitat der DLCs flumorzeltMitochondrien, da sie hier starker
akkumulieren als in denen gesunder Zellen. Wahrend fikdthplexe grundsatzlich
die DNA als primarer Wirkort angenanen wird, kdnnen Uber eine positive Ladung
bzw. erhohte Lipophilie auch andetargetsangesteuert werden. Beispiele ful-Pt
Komplexe, die aufgrund ihrer Lipophilie oder Ladung in den Mitochondrien
akkumulieren sind in Abbildung dargestelit.

+ -
o)
I~ NP
,Pt: ~ /Pt/
N e | / N AN
/\ NHa
PPh, =
7 8 9

Abbildung 19. Strukturen von drei Pt"-Komplexen von Ruiz et al. 7, JINGLING et al. 8 und ZHu et al.
9, die aufgrund ihrer Lipophilie und Ladung nicht an der nuclearen DNA, sondern in den Mitochondrien
akkumulieren.[1147116]
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1.6.3 Prodrugsi Der nachste Schritt

Trotz der Milderung der Nebenwirkueg von Cisplatin durch Anwendung der
zweiten Generation an Platinkomplexekonnten diesenicht komplett beseitigt
werden. In den letzten Jahren wurde das Augenmerk der Forschungktinoen
Metallverbindungen, auMetallverbindungenhoherer Oxidationsstufie(z.B. PY,
Ru") gerichtet. Diese gelten als unreaktiver und biologisch inaktieés ihre
niedrigerenOxidationsstufen(Pt', Ru").**"l Die Aktivierung der PlatinProdrugs
findet erstin der hypoxischen Tumorzel&att. Dort werden die inaktiven Vorstufen
zu ihrenaktiven Komplexen reduziert. Einige Beispiele verstenPtV-Prodrugs
(Tetraplatin, Iproplatin, Satraplatin, 1-A2),812 die bereits klinische Studien
durchlaufen habersind in Abbildung20 dargestelltDie Verbindungen scheiterten,
trotz vielversprechender Aktivitét verschiedenen Phasen der kliniscB&ndien. Die
Studien von LA12 und Tetraplatin wurden bereits nach Phase | beEAdet!

' A A

Ha | H, ©

N”I:,,Pt_.\\\\c‘ : Nf/fn, F!t‘\\\\\cl HDN//M, Fl’t"m\c‘ ‘ |3Nf/h,, Fl't‘\\\\\('-;l
N Yo >N | el QN' | ¢ H.NY | g
Hy H

H
2 2
cl OH O\fo z; O\fo

Tetraplatin Iproplatin Satraplatin LA-12

Abbildung 20. Strukturen der Pt'V-Prodrugs Tetraplatin, Iproplatin, Satraplatin, und LA12, die
jeweils Klinische Studien durchliefen, jedoch nicht die erhofften Effekte zeigten und daher in
unterschiedlichen Phasen zuriickgezogen wurden.[119.121]

Auch Iproplatin konntesich in klinischen Studiemicht als ein, bezlglictseiner
(Nebenr)Wirkung, besseres Antitumormedikament erwels®h. Als
vielversprecknd wurde vor allem Satraplatin gehandelt. Diese Verbindung kann,
aufgrund ihrer geringen Reaktivitdind guten Loslickeitseigenschaftem Gegensatz

zu anderen Plati€hemotherapeutika statt paresl, oral verabreich werden. Ahnlich

wie die bereits verwendeten Chemotherapeutika wirkt Satraplatin, reduziert zum
entsprechenden 'PKomplex im Zellkern durch Interund htrastrangverkniipfung

der DNA. Im Gegensatz zu Cisplatin und seinen Analoga werden-Bétukte, die
durch Satraplatin gebildeturden nicht von allen DNAReparaturmechanismen der
Zelle erkanntt'®Z Auf diese Weise kdnnen Resistenzen gegeniiber Cisplatin
umgangen werden und selbst Tumorerkrankungen behandelt werden, bei denen eine

normale Platintumortherapie nicht wirken wirde. Satraplatin wurde jedoch ebenfalls
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nach anfanglich vielversprechenden Emsben erster klinischer Studien nach Phase

Il aufgrund eines mangelnden Nachweises, dass es die Uberlebenschance der
PatientererhéhtzuriickgezogeH!%1% 12 Trotz dermangelnden Aktivitat der Pt
Komplexe in den klinischen Studiereigen derartig&omplexeein hohes Potential.

Die beiden axialen Liganden, die als Abgangsliganden gebérten durch
entsprechende Modifikationen die Moglichkeit weitere biologisch aktive
Verbindungen mit in die Zelle einzuschleusen, die durch Reduktion des Komplexes
erst im Tumor selbst freigesetzt werden. Dies ermdglicht einen dualen
Wirkmechanismus, den des freigesetzten aktiven Metallkomplexes und den der
AbgangsligandenAufkommende Studien zur Reduktion und Aktivierung vol{-Pt
Prodrugskonntenzeigen, dass di€éomplexe nicht durcklas veranderte Redoxmilieu

in der Tumorzelle, sondern durgsfembrangebundene Proteine oder Enzyme reduziert

Werden[_ll?,lZQ,l&]
1.7 Targetfindung Uber Azid-Alkin Cycloaddition

Trotz der guten Wirkungn vitro oder auchin vivo stellt sich haufig die Frage ob
Verbindungen, widalie in 1.6.vorgestellten, kztendlich in der Zelle auch an ihren
bestimmten Wirkort gelangen. Komplex&-9 sind gute Vertreter von
Platinkomplexen, die nicht wie Cisplatin an der DNA im Kern wirken, samein
alternatives target die = Mitochondrien, haben. Biochemische und
molekularbiologische Methoden bieten die Mdglichkeit den Wirkort von Wirkstoffen
in der Zelle agfindig zu machenDie Azid-Alkin Cycloadditionnach Huisgen eignet
sich auf mehrerlei \®ise gut fur die intrazellulare Lokalisation, bzargetFindung
neuer Wirkstoffe.Basierendauf der Forschung vomuisGen et all*3l zur 1,3
dipolaren Cycloaddition wurde vaviELDAL et al!**3 und SHARPLESSet all*33 2002
einekupferkatalysierte Variante der Reakti@uAAC) vorgestellt. In dieser Variante
reagiert ein terminal standiges Alkin und ein Azsklektiv zu einem 1,4
disubstituierteri, 2,3 Triazol*34133 Durch die einfachen Reaktionsbedingnungen und
Bioortogonalité der Reaktanden kann diese Kopplungsreaktialer Zellegutfir die
Verknupfung vonentsprechenden Alkinderivaten von Wirkstoffen und ZABid-
Fluorophorerezur Visualisierungpder AzidBeaddur pull downExperimentdir eine
spatereTargetldentifikation eingesetzt werddf*® Der Vorteil der nachtraglichen
intrazellularenFluoreszenzmarkierung ist, dass eine Alkinsubstitution am Wirkstoff

wegen ihrergeringen Grof3e und rhogonalitdt kaum Auswirkungen auf die
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Substanzeigenschaften, insbesondere auf die Wirkung hat. Im Gegensatz dazu wirde
die Syntheseeines Wirkstoffes mit einemgroRenFluorophor wie z.B. Anthracenal
Eigenschaften dad/irkstoffsverandern und eine Vergleichbarkeit des markierten und
nicht makierten Derivats erschwerenEin in der Zelle fixierter, nachtraglich tber
CUuAAC mit einem Fluorophor wie z.B.-Bzido-7-hydroxycumarin markierter
Wirkstoff lasst sich Uber (konfokale) Fluoreszenzmikroskopie in der Zelle aufspiren
und durch entsprechendeof@rbungen z.B. an einem Zellorganell lokalisieren.
Fluoreszenzfarbstoffe wie-Bzido-7-hydroxycumarineignen sich besonders fiur die
Fluoreszenzmarkierunda sie erst nach der Additionsreaktion fluoreszieren und somit

nur dagesultierende Knjugatsichbar ist(vgl. Abbildung 21).1*37

o]

P o o OH e .
// + ID/ Cu(l) T
R N \ - )\/ \ OH

R

10 1" 12
Alkin-tag 3-Azido-7-Hydroxy- Fluoreszierendes
cumarin Konjugat

Abbildung 21. Cu(l)-katalysierte Azid-Alkin Cycloaddition eines terminalen Alkins 10 mit dem nicht
fluoreszierenden 3-Azido-7-Hydroxycumarin 11 zum fluoreszenten 1,4 disubstituierten 1,2,3 Triazol 12.
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2 Zielsetzung

Cisplatin und dessen Derivate, wie Carboplatisher Oxaliplatin gehdren heute
weltweit zu den Standardtherapika neoplastischer Neuerkrankungemmnher
haufiger auftreterelResistenzbildungen gegenulokesenTumorwirkstoffenund die
schweren Nebenwirkungen die eisglcheTherapie mit sich bringimacht diestete
Suche naclaktiveren, spezifischeren Wirksteff, mit verringerten Nebenwirkungen
als die bisheW erflighbarenweiterhin unabdingbad?®3%! Weiterentwicklungen dieser
Verbindungen konnten bisher in den klinischen Studien nicht Uberzddigayezielte
Kombinationaus Metallen und bioaktivehigandenbirgt ein grol3es Potentialm
Tumorzellen gezielt ansprechen zu konn&ie ModifikationsmaoglichkeitenN-
heterozyklische Cabeneund die Stabilitaihrer Komplexe machensie zu idealen
Liganden bioaktiver Metallverbindungenin praklinischen Studien sollte die
antitumorale Wirkung neuefun)symmetrischerNHC-Platin(Il) und -Platin(IV)
Komplexe untersucht und bewertet werderDrei Generationen vonN,N-
DibenzylimidazoiPt', N,N-DialkylbenzimidazolPt' Komplexen und Pt Analoga
einzelner Vertreter dieser Komplextyp&urden basierend aufrorangegangenen
Untersuchungen von NHet' Komplexedtd, am Lehrstuhl fur Organischeéhemie
der Universitat Bayreutsynthetisiert Zur Evaluation der antitumoralen Aktivitat und
Aufklarung ihres Wirkmechanismus sollten verschiedene biochemisate
molekularbiologischeMethodenin vitro unter andereman etablierten humanen
Tumorzelllinienverschiedener Entitaten angewandt werdéeben der Feststellung
der Selektivitdit und Effektivitat gegenidber Tumorzellaollte nicht nur der
Wirkmechanismus, sondern auch der intrazellulare Wirkdigser Komplexe
aufgeklart werde. Die Ergebnisse aus diesen préklinischen Studie8elektivitat,
Wirkmechanismus undlVirkort sollen eine Grundlage fur digeitere Entwicklung

neuerselektiverePlatin-basierteWirkstoffe flr die Tumortherapie dienen.
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3 Synopsis
3.1 Vorstellung der Teilprojekte

Im Rahmen der vorliegenden kumulativen Dissertationsschrift wudien neue
Generationen vonuf)symmetrischercis- und transNHC Pt' und PY Komplexen
hinsichtlich der Auswirkungen strukturelleiodifikationen auf ihre antitumorale
Aktivitat untersucht. Die Entwicklung der neuen Komplexe erfolgte aufgrund
vorangegangener Arbeiten der Arbeitsgruppe mit NW&allkomplexen (z.B.
Generation 1). Eine Ubersicht (ber die verschiedenen Generationen der
Platinkomplexe ist inPAbbildung22 damgestellt.Die ersteim Rahmen dieser Arbeit
untersuchte Serie vans-DibenzylimidazolPt' Komplexen(Generation Iloeinhaltet
sowohlsymmetrischals auchunsynmetrischeKomplexe,die auf ihreToxizitat und
DNA Interaktion getestet wurden (Publikatior). IZur weiteren Aufklarung ihres
Wirkmechanismus wurddortfihrendeUntersuchugenmit aktiven Vertretern dieser
Seriedurchgefuhrt.Zur Feststellungdes intrazellularen Wirkorts dies&omplexe
wurden #inylierte Derivatelber intrazellulareKlickreaktion fluoreszenzmarkiert.
(Publikationll). Die Weiterentwicklung agserKomplexefiihrte zum Austausch der
N,N-DibenzyimidazotLiganden gegenN,N-Dialkylbenzimidazo¢ verschiedener
AlkylkettenlangenGeneration I1l) Die UntersuchungemlieserSeriebeschaftigt sich
mit den Auswirkungemler Alkylkettenlangebzw. deender weitererLigandenund
damit auch der Ladunguf die Toxizitat,Zellaufnahme, Zellzyklusprogression und
den Charakteder DNA-Interaktion(Publikationlll). Die letzte hier vorgestellte Serie
(Generation IV)von Platinkomplexen beschreiden Vergleichder antitumoral@
Effekte d.h. der Toxizitat und DNAnteraktion,voncis-Pt! Komplexenmit Liganden

aus Generation Il und IlindihrenPt" Analoga(Publikation V).

Die in dieser Arbeitn vier Rublikationen vorgestellten Verbindungen wurden am
Lehrstuhl fir Organische Chemie | der Universitat Bayreuth vorlBibias Rehm
synthetisiert. Ein Teil der Untersuchung zstrukturellen oder weiterfihrenden
Aufklarung der Wirkmechanismen wurde in Kooperation dem Lehrstuhl far
anorganische Chemie dler Universitat Bayreutbder dem Institut fur Biophysik an
derAcademy of Science thie Czech Rebublia Brinn (CZE)durchgefiihrt
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HNT e | I
cl PPh;
Generation Il Publikation | & I
+ Novel cis-
THCZ I}IHC2 _ [(NHC)Y{(NHC)(L)Cl]platinum Dalton
1 — 1 — T i
NHC'—Pt—Cl NHC'—Pt—cCI  CI (I) complexes i synthesis, . = .. ¢
(|:| [ structures, and anticancer
PPhy activities
+ Antitumoral effects of
NHC3 NHC3 mitochondria-targeting
, , o neutral and cationic cis- Dalton
NHCT—Rt—Cl NHC =Rt—Cl [bis(L,3-dibenzylimidazol-2-  Trans. 2020

cl PPh,

ylidene)(L)CIPt(ll)
complexes

Generation Il

Publikation I

+
L PPh,

|
NHC4—I=|’t—CI

cl PPh,

NHC*—Pt—CI CI

N,N-Dialkylbenzimidazol-2-
ylidene platinum complexes Dalton
i effects of alkyl residues
and ancillary cis-ligands on
anticancer activity

Trans. 2018

Generation IV

Publikation IV

Cl _NHC' Cl _NHc? clocl

NHC'—Pt—CclI NHC*—Pt—ClI

Cl™ ¢l Cl ¢l Cl ¢l

NHC“—Fit—NHC“

Synthesis, structures and
cytotoxic effects in vitro of cis Dalton
and trans-[PtVCI4(NHC)2]
complexes and their Pt
precursors

Trans. 2019

L: DMSO/PPhz; NHCY/NHC?: N,N-Dialkylimidazol-2-yliden, N,N-Dibenzylimidazol-2-yliden; NHC3: N,N-
Di(p-ethinylbenzyl)imidazol-2-yliden; NHC#*: N,N-Dialkylbenzimidazol-2-yliden.

Abbildung 22. Ubersicht iiber die in dieser Arbeit behandelten Generationen an Platin(ll) und
Platin(IV) NHC Komplexen. Basierend auf den Strukturen von Cisplatin und vorangegangenen Arbeiten
von MUENZNER ET ALY (erster Abschnitt) wurden im Rahmen dieser Arbeit drei Generationen
(Generation 1l T Generation 1V) (un)symmetrischer NHC cis- und trans-Pt" und -Pt"V Komplexe mit
substituierten (Benz-)Imidazolliganden hinsichtlich ihrer antitumoralen Wirkung untersucht.
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3.2 Untersuchungen zur biologischen Aktivitdtneuer (un)symmetrischer N,N-
Dibenzylimidazol Pt'-Komplexe

3.2.1 Toxizitat und DNAnNteraktionsstudienun)symmetrischeKomplexe des Typs
cis-[Pt'CI(L)(NHCY(NHCY]

Diese Publikation stellt ein neudsonzept zur Synthese und erste biologische
Untersuchungen der antitumoralen Aktivitdt einer zweiten Generation von
(un)symmetrischelatinkomplexen des Typss-[Pt'CI(L) (NHC)Y(NHC)?] vor.[*38]

Die Synthese eineorangegangenearsten Generation dhnlicher Platinkomplexe, und
Untersuchungen zu deren biologischen Aktivitdt wurden 2015 MOENZNER et
al.l' vorgestelltund sindAbschnitt 16.1. der Einleitung zusammengefasst

“Trer

S (T.T U (V.S (P3¢

\l~

cNg—Pt—C\ ﬁN;—Pt—m eO N;—Pt—Cl

=
= | =" ? we |

13a: R=H 14a: R=H 15
b: R = OMe b: R = OMe

R R

Abbildung 23. Strukturen der aktivsten Vertreter der Pt"-Komplexe des Typs cis-
[Pt"CI(L)(NHC)}(NHC)?] die symmetrischen, ungeladenen Pt"-Komplexe 13, ihre kationischen Analoga
14 und der unsymmetrische, ungeladene Komplex 15 mit dem Strukturmotiv von CA-4.

Die in dieser Publikation vorgestellten Komplexe variieren in de
Benzylsubstitutionen der Imidazatylidenliganden bzw. durch Austausch eines
Chlorliganden durch Triphenylphosphan ihrer Gesamtladung. Die Strukturder
aktivstenVertreter(13, 14) dieser Seriesind in Abbildung23 abgebildet. Ebenfalls
aufgefihrt wurde der ungeladene, unsymmetrische Kompexder wegen des
Strukturmotivsdes vaskuladisruptiven Naturstoffes CombretastatirdACA-4) an
einem der Ligandenund seiner selektiven Wirkungegeniiber CAl sensitiven
Zelllinien ebenfalls aus den dbrigen Verbindungen heraussticht. Die Komplexe
wurden mittels MT Tbasierte Antiproliferationsassays auf ihemtitumorale Wirkung
gegeniber humanerebszelllinien verschiedener Entitdten umdgtels EMSA auf
ihr DNA-Interaktiorsvermdgenhin untersuchtAbbildung24 gibt einen Uberblick
Uberdie antitumorale Aktivitavon 13-15.
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Abbildung 24. Uberblick

(log(ICs0)/logm(ICs0)) Uber die ==
Toxizitat der Komplexe 13a,b, 13a
14a,b und 15 im Vergleich mit ,”

Cisplatin (CDDP). Die Werte 13b
sind im Verhaltnis zur mittleren 2DLD-1
Aktivitat (logm(ICs0)) aller 14a L aus7
Komplexe angezeigt. Fir ICso

—
oPanc-1

Werte > 50 oder > 100 pM 14b ;_ BMCET ™
wurden zur Berechnung des ' - LKBY{™
Logarithmus genau 50 oder 100 15 %

UM angenommen. Negative HEaHy926
bzw. positive Balken zeigen im ¢cppp %‘ 7
Vergleich zum Mittelwert Y

bessere  bzw.  schlechtere 0,25 0,15 -0,05 0,05 0,15
Aktivitaten an.[138] log(ICso0)/logm(ICs0)

m518A2
mHT-29

Waéhrend die 16 Werte der ungeladenen Komplek® im niedrigen mikromolaren
Bereich liegen, zeigten sich die, durch den Austausch eines Chlorliganden durch
Triphenylplosphan, positiv geladenen Komplebemit ICso Werten im nanomolaren
Konzentrationsbereich als wesentlich aktivédomplex 15 zeigte eine hohe
Selektivitatfur Zelllinien, die sich sensitiv gegentber dem NaturstoffLéywiesen
hatten (DLD1, Panel, Ea.Hy926und gibtmit nanomolaretCso Werten einen ersten
Hinweis auf einen Synergismus der antitumoralen Wirkung durch den Platinkomplex
und dem CA4 Motiv des LigandeH3® Ein derartiger Synergismus konnte bei
anderen Komplexen mit CA4 Motiven am NHC Liganden nicht beobachtet

werden112

Die Untersuchungen der DNA Interaktion (vg\bbildung25) des ungeladenen
Komplexes13b und des geladenen Komplex&4b bestatigen die Ergebnisse der

vorangegangenen Untersuchungen rBi6.'* Der ungeladene Komplex3b

Cisplatin 13b 14b
MM 0 5 10 25 50 0 5 10 25 50 0 5 10 25 50

-~

Abbildung 25. EMSA von Cisplatin, der Komplexe cis-[Pt"(NHC)2Cl;] 13b und cis-
[Pt"CI(NHC)2(PPh32)]*Cl- 14b mit zirkularer pBR322 Plasmid DNA nach 24 h Inkubation. Die
Interaktion mit der Plasmid-DNA zwéangt diese aus der kompakten ccc-Form in die sperrigere oc-Form
mit geringerer Elektromobilitat. Cisplatin und 13b zeigen eine typische Bandenretardation mit
aufeinander zulaufender oc und ccc Form, wobei der Effekt von 13b auf die oc-Form geringer ausfallt.
14 dagegen zeigt keine Bandenretardation, sondern aggregiert DNA in den Taschen des Agarosegels.
[Adapted from T. Rehm, M. Rothemund et al., Dalton Trans. 2016, 45, 15390; DOI: 10.1039/c6dt02350a
- with permission from the Royal Society of Chemistry]
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verursachte im EMSA eine konzentratieatshangige Bandenretardation, dhnlich zu
der von CisplatinDieser Effekt ist typisch fur eine koordinative Bindung der DNA
Basen arlie Platinzentren der Komplexeer geladene Komplek4b fiihrte nicht zu

einer Bandenretardation, sondern zu DHNggregaten, die wahrend der
Elektrophorese nicht mehr aus den Geltaschandern was auf elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen dem kationischen Komplex und dem negativ geladenen

Phosphatrickgrat hinweist.

Details in:  Novel cis-[(NHC)Y(NHC)?(L)Cl]platinum(ll) complexes synthesis,

structures and anticancer activities

Tobias Rehm, Matthias Rothemund, Julienne K. Muenzner, Awal Noor, |

Kempe, and Rainer Schobert

Dalton Trans2016 45, 15390.
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3.2.2 Auswirkung der Ladung und Lipophilie auf d&tirkort und-mechanismugon
Komplexen des Typs diRt' CI(L)(NHCY(NHCY]

In dieser Publikationsind die Ergebnissaveiterfiihrender Untersuchungeaes
Wirkmechanismuson 13a und 14a als Vertreter fur die ungeladenen und geladenen
Komplexe der cis-[Bis(1,3dibenzyimidazol2-yliden)lplatin(ll) Serie beschrie
ben3¥ Zur intrazellularen Lokalisatioder Komplexe wurden die Alkierivate16

und 17 synthetisiert (Abbildun@6).

\ / \ VAR

c;:]; —Pt—=ClI E:;:;—Pt—(:l
ﬁ' cl PPh,
= =

16 17

Abbildung 26. Strukturen der Alkinderivate 16 und 17, die zur Aufklarung des zellularen Wirkorts tGber
intrazellulare Azid-Alkin-Cycloaddition mit 3-Azido-7-hydroxycumarin fluoreszenzmarkiert werden.

Zusatzliche Untersuchungen den zuvor durchgefuhrten Antiprolifei@isassayan
der p53 knockout mutantenZelllinie HCT116" zeigten dass @ Aktivitat der
Komplexe stark von der Funktionalitat des Tumaoptessors p53abhangt
(Abbildung27). Durch de Zugabevon Verapamil, eiaskompetitiven Inhibitors des
Effluxtransporters Pg1, der in der mdr Zelllinie KbV1'®' (iberexprimiert wird
konnte die Aktivitat der Komplexel3a und 14a wiederhegestellt werdenIm
Vergleichzu den gesunden Hautfibroblasten HDFategigichdie Komplexel3a, 16
und 17 selektiv fur Tumorzellen, 16 sogar ganzlich inaktivgegeniber den
Fibroblasten

Abbildung  27.  Uberblick
(log(ICs0)/logm(ICs0)) Uber die

Toxizitat der Komplexe 13a, 13a :'F—J

14a, 16 und 17 im Vergleich

mit Cisplatin (CDDP). Die 14a :E

Werte sind im Verhéltnis zur e ot

mittleren  Aktivitat (logm(ICso)) ;
) HCT116™

aller Komplexe angezeigt. Fur 16 E DKBV1‘""

ICso Werte > 50 oder > 100 pM — O e

wurden zur Berechnung des 17 E aKBVT

Logarithmus genau 50 oder 100 — ®HDFa

UM angenommen. Negative CDDP —

bzw. positive Balken zeigen im
Vergleich zum Mittelwert
bessere  bzw.  schlechtere
Aktivitaten an.[139

2,5 45 0,5 0,5 1,5 2,5
log(ICso)/logm(ICso)
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Uber ICRMS Messungen des Platingehalts von 518A2 Melanomzellen konnte eine
Abhéngigkeit der erhohten Aktivitat des geladenen Komplekés von einer

vermutlich durch die positive Ladung verstarkten Aufnahme festgestellt werden.

In EtdBr-Sattigungsassay®rhindertersowohl demgeladenels auch der ungeladene
Komplex durch Interaktion mit linearer LachsspermigNA die Interkahtion von
EtdBrin gleichemAusmalund tbertafenden Effekt von Cisplatin bei weiterDies
steht imKontrast zum obeieschriebenen EMShit zirkularer PlasmieDNA, in
demsich deutliche Unterschieasvischenl3b und 14b zeigen

Die Messung des Zellzyklus behandelter Melanomzellen ergab dtbnteeschiede
zwischen den KomplexetBa, 14a und Cispléin (Abbildung 28). WahrendCisplatin
einen deutlichen Arrest der Zellen in dePBase ausldst, verursach8a keinen und
14a einen G-Phasenarrest. Dies deutet auf von Cisplatin verschiedene oder

zusatzliche Wirkmechanismen dgtesteten Komplexe hin.

Abbildung 28. Zellzyklusanalysen von 100 -
518A2 Melanomzellen nach 24 h
Behandlung mit 13a, 14a, 16, 17 und
Cisplatin (CDDP). Wéahrend 13a und 16
keinen Arrest ausldsen, verursachen 14a
und 17 im Gegensatz zu Cisplatin einen
Gi-Arrest. Cisplatin arretiert die Zellen in

75 A

50

cells (%)

i

der S-Phase. [Adapted from T. Rehm, M. 25 1

Rothemund et al., Dalton Trans. 2020;

DOI: 10.1039/d0dt01664k - with o =L

permission from the Royal Society of Kontrolle  13a 16 14a 17 CDDP
Chemistry] msubG1 mG1 @S OG2M

Die weitestgehend identiscken  Eigenschaften, wie  Zytotoxizitat und
Zellzyklusinterferenzgder Alkinkomplexe 16 und 17 und der von13a und 14a macht
Ersterezu geeigneten Vertretern fur die Lokalisataer ungeladenen und geladenen
Komplexe dieser Seri@urch intrazellulareCu-katalysierte AzidAlkin Cycloaddion
der Komplexel6 bzw. 17 mit 3-Azido-7-hydroxycumarin(sieheKapitel 1.7 und
anschlieBender konfokaler Fluoreszenzmikroskeypiede sowohl dr geladeneals
auch er ungeladene Komplean den Mitochondrien von 518A2 Melanomzellen
lokalisiert. Die Berechnung dé&olokalisationsfaktoren PC und LICQ, deren Werte
bei vollstdndigerColokalisationl bzw. 0.5annehmen, aus den Fluoreszenzsignalen
der makierten Komplexe under einesMitotracker$ bestatigte dies sowohl fli6
(PC Q89 LICQ 046) als auch furl7 (PC 0.90; LICQ 0.47) quantitativ (vgl.
Abbildung 29).
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clicked mitotracker composite

Abbildung 29. Konfokale Fluoreszenzaufnahmen der fluoreszenzmarkierten Komplexe 16 und 17
in 518A2 Melanomzellen. PC und LICQ sind ein MaR fiir die Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der
Komplexe (tiirkis) und des MitotrackersE (rot). MaRstab weiR: 50 um, gelb: 25 pm. [Adapted from T.
Rehm, M. Rothemund et al., Dalton Trans. 2020; DOI: 10.1039/d0dt01664k - with permission from the
Royal Society of Chemistry]

PC: 0.89
A LICQ: 0.46

PC: 0.90
LiIcQ: 0.47

Untersuchungen des Mitochondrienmembranpotenti@lsund der intrazellularen
ROS Konzentrationemestatigtendass die Komplexeinen negativen Einfluss auf die
Mitochondrienfunktionalitdt austiberBeide Komplekypen 13a/16 und 14a/17
verringerten das mitochondriale Membranpotergidlund erhdhten gleichzeitidie
Menge intrazellularer Sauerstoffspezi@bildung30). Den starkeren Anstieg an
ROS verursachten die geladenen Komplésa/17. Dies flgt sich in das bereits
beobachtete Aktivitatsmuster. Die Menge an ROS, die durch dieladegen
Komplexe 13a/16 erzeugt wird reicht nicht aus, um einen Zellzykéwsest

(2] ©
o o

MMP AW [%]
8

rel. ROS level [%]

N
o

0 - 0
Kontrolle 13a 14a 16 17 cccpP Kontrolle 13a 14a 16 17 CDDP

Abbildung 30. A) Untersuchung des Mitochondrienmembranpotentials s8] ( MMP) mi t
Farbung von behandelten 518A2-Melanomzellen. B) Untersuchung der intrazellularen ROS-
Menge behandelter 518A2-Melanomzellen mittels DCFH-DA-Farbung. Die Komplexe 13a/16 und
14a/17 verringern das MMP bei gleichzeitiger Erh6hung der Konzentration reaktiver Sauerstoff-spezies.
[Adapted from M. Rothemund, S. I. Bar et al., Dalton Trans. 2020; DOI: 10.1039/d0dt01664k - with
permission from the Royal Society of Chemistry]
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auszultserkbenfalls konnte eine starkeess fibeBildung ded-Aktins als Reaktion

auf den erhohten oxidativen Stress in den Melanomzellen nachgewiesen werden.
Letztendich I6st Komplex 14a die Caspas8/-7 vermittelte Apoptose in den
Melanomzellen aus. Fir Komplek3a wird ein Caspasenabhangiger Zelltod

vermutet, da dieser nicht in der Lage war die Caspaserd-7 zu aktivierenjedoch

eine Reduktion deg®] b e i gl eichzeitigem .Riassrtwareg der

jedoch nicht ausreichend, um die Caspasnittete Apoptose auszulésen

Details in:  Antitumoral effects of mitochondrtargeting neutral and cationi
cis-[bis(1,3dibenzylimidazoi2-ylidene)(L)CI]Pt(ll) complexes

Matthias Rothemund, Sofia I. Bar, Tobias Rehm, H. Kostrhunova, V. Brabe

Rainer Schobert

Dalton Trans202Q 49,8901
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3.3 Biologische Wirkung und DNA-Interaktionsstudien unymmetrischer N,N-

Dialkylbenzimidazol-2-yliden-Platin(ll ) Komplexe

Die in dieser Publikation vorgestellten Verbindungen stediee dritte Generation
von cis-NHC-Pt' Komplexen basierend auf den vorhergegangenen Arbeitecis-
[Bis(1,3dibenzylimidaol-2-yliden)(L)Cl]platin(ll) Komplexendar (vgl. Abbildung
31).1149 Statteines Imidazolliganden wurde ein Benzimidazolligand eingefiihrt. Dieser

o Abbildung 31 Strukturen der N,N-
R PPPhs Dialkylbenzimidazol-2-yliden Pt"

, O icaz _
@::; Plt_CI @:N?_T_m Komplexe mit variierender Alkyl

kettenlange und sekundéaren

Rog "o Liganden 18-20. Uber die Ketten-

18 19 lange (a-d: methyl-, ethyl-, n-butyl-,

n-octyl-) und Austausch des DMSO

Tt crr (18), durch PPhz (19) und dem

R FPhs R= a) Methyl Einfihren einer positiven Ladung
@:E}—Pt—m E; E—tgzltyl durch Austausch eines weiteren
R Lo d) n-Octyl Liganden gegen PPhs (20) lassen

20 3 sich gezielt die Bioaktivitat, bzw.

DNA-Interaktion steuern.

tragt N-Alkylsubstitutionenvariierender Langefa) methyt, b) ethyl, c) butyl- und

d) octyl-) und verschiedensekundare Liganderl§ DMSO, 19 PPh, 20 ( P 5;91
bzw. eine positiveGesamtladungDie Auswirkung der strukturellen Modifikationen
auf dieantitumorale Wirkung wurde Uber ihre Toxizitat, den Charakter der DNA
Interaktion undden Effekt auf die Zellzyklusprogression untersucht.

Die Komplexe zeigen, hinsichtlich des Austausches der sekunidgserden DMSO
(18) durch PPk (19) und eines weiteren Chlorliganden durch £Bhd der damit
einhergehendgpositiven LadungZ0) einen &hnlichemrendbeziglich der Aufnahme

800 N , .
und Toxizitatssteigerung wie NHC
2 600- Pt! Komplexe der ersten und
("]
9 zweiten Generatiofi?*!®39  Dje
= 400 I
E kationischen Komplex&0 werden
EQ 200 starker in Kolonkarzinomzellen auf
genommen, als die ungeladenen
0_

o<)°q 18a 18b 18c 19a 19b 19c 19d 20a 20b 20c Derivate 18 und 19. Dies spiegelt

Abbildung 32. Platingehalt von HCT116"' Kolon-
karzinomzellen nach Behandlung mit 18a-c, 19a-d, 20a-

c oder Cisplatin (CDDP) via ICP-MS. [Adapted from T. \yider (DI\/ISO < PPh < ( =] B+D1
Rehm, M. Rothemund et al., Dalton Trans. 2018, 47, 2

17367; DOI: 10.1039/d8dt03360a - with permission from  (vgl. Abbildung32). Die Lange der
the Royal Society of Chemistry]

auch die Zunahme der Toxizitat
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Alkylketten nimmt bei den ungeladenen Komplex&8 einen deutlichen Einfluss
(octyl- < methyl < ethyl- < butyl) auf die Aufnahme in die ZellerBei den
kationischen KomplexeR0 Ubersteigt der Effekt der Ladung den der Alkylketten.
Eine Auswrkung der Alkylkettenlange ist nicht in den Toxizitdten der Komplexe
wiederzufindendie Uber die gesamte Serie eher sprunghaft ist (vgl. Abbil@8ing
Interessanterweise sticht desthylsubstituierte ungeladene Komplexi9b als
besonders selektiv firdgsam wachsende Kolonkarzinomzellen @i Werten nahe
derer der kationischen Komplex@) hervor. Mit einer reduzierten Toxizitat der
Komplexe in den HCT116im Vergleich zum Wildtyp, sind die Verbindungen stark
abhangig vom Zustand des Tumorsuppresg®3. Wahrend die Komplexe die
Resistenz demdr MCF-77°P° Zellen, die das Effluxprotein BCRP Uberexpringier

zu umgehen scheinen, ist ihre Toxizitat in ded KbV1'?' Zervixkarzinomzellen,
die den Effluxtransporter-gpl tberexprimieren, stark reduziert, kann jedoch durch
die Zugabe=ineskompetitiven Inhibitors fir Byp1,wie Verapamil, wieder hergestellt

wellt werden.
A —/ B
1%a f 'E' 18c
19b m518A2
19c
BHT-29
19¢ BHCT116"*

BMCF-7™P° |  20c

19d I 1 mKBV1Y!

a5 0,5 0 0,5 1 1,5 2 3,5 25 15 0,5 0,5 1,5 2,5
log(ICso)/logm(ICs0) log(ICso0)/logm(ICso)

Abbildung 33. Uberblick (log(ICso)/logm(ICso)) liber die Toxizitat der Komplexe 18c, 19a-d und 20c
im Vergleich mit Cisplatin. Die Werte sind im Verhéltnis zur mittleren Aktivitat (logm(ICso)) aller
Komplexe angezeigt. Fir ICso Werte >50 oder >100 uM wurden zur Berechnung des Logarithmus genau
50 oder 100 pM angenommen. Negative bzw. positive Balken zeigen im Vergleich zum Mittelwert
bessere bzw. schlechtere Aktivitdten an. A Auswirkung der Lange der Alkylsubstitution, B der
sekundaren Liganden, bzw. Gesamtladung bei gleichbleibender Kettenldnge der Alkylsubstitution (n-
Butyl), auf die Aktivitat.[*4%l

In vitro Studien der Interaktion der Komplexe mit verschiedenen BONpen gab
Aufschluss Uber die Kinetik und den Charakter der Interaktion ma Did dartber
wie starkdiesedurch die Komplexe beeintrachtigt wilgrstein vitro Untersuchungen
(EMSA) der DNAInteraktionsfahigkeit der Komplexe zeigtalass sich der bei den
cis[Bis(1,3benzylimidazol2-yliden)]platin(ll) Komplexen beobachtete Trend, der
Entwindung bzw. Aggregation zirkularer PlasriMlA auch hier fortsetzt. In EtdBr

Sattigungsassays verursachen vor allem die geladenen Konfflegme starke
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Reduktion der EtdBFluoreszenz (vgl. Abbildung4 A). Ebenfalls stark stdhen die
ungeladenen Komplex&d und 19d heraus. Detdilerte in vitro Studien zuDNA-
Interaktionergaben, dass sich dmmorphologischen Veranderungen der DNA, die die
Komplexe verursachen, stark von denen von Cisplatin unterscheiden Die
ungeladenen Kmplexe 18 und 19 binden direkt koordinativ an Guaninbasen der
DNA, die geladenen Komplexelagegengehen zunachsteine elektrostatische
Interaktion mit dem negatigeladenerfPhosphatrickgrater DNA ein und binden erst
anschlie3end koordinativ and die Bagegl. Abbildung 34 B).

>
w

rel. fluorescence [%)]

Pt bound (%)
¥ g 3 8
-
R —
R —
SM—
Fo———
N
R E—
K —
o)
—

[uM]

Abbildung 34. DNA-Interaktion der N,N-Dialkylbenzimidazol-2-yliden Platin(ll) Komplexe. A EtdBr-
Sattigungsassay der Komplexe 18, 19, 20 und Cisplatin mit Lachsspermien-DNA. Die Interaktion mit
der DNA verhindert die Interkalation von EtdBr zwischen die Basenpaare und reduziert folglich die
gemessene Fluoreszenz. B FAAS-Analyse des Platingehalts an ct-DNA nach Dialyse gegen Wasser
oder einen high salt Puffer (0.1 M NaCl). Der Salzpuffer neutralisiert die negative Ladung des
Phosphatriickgrats der DNA und eliminiert die elektrostatische Wechselwirkung zwischen der DNA und
den Platinkomplexen, sodass nur kovalent gebundene Komplexe verbleiben. [Adapted from T. Rehm,
M. Rothemund et al., Dalton Trans. 2018, 47, 17367; DOI: 10.1039/d8dt03360a - with permission from
the Royal Society of Chemistry]

Die Addukte, die die Komplexe mit der DNA bilden siimd,Gegensatz zu denen von
Cisplatin, vor allem monofunktionell urdhdurch ist auch die negative Auswirkung
au die DNA-Integritat weniger prominent. Die Komplexe verursachen eine geringere
Entwindung der DNA (ca. 6°) als Cisplatin (ca. 13°) und knicken sie in geringerem
MalR3e ab.

Unterschiede zwischen der Wirkung der Komplexe und Cisplatin zeigen sich nicht nur
ander DNAcInteraktion, sondern auch in ihrer Auswirkung aeffulare Prozesseie

den ZellzyklusablaufWéahrend Cisplatiin mikromolaren Konzentrationezinen S
Phasearrest von Kolonkarzinomzellen ausldst, verursachen die-bubgtituierten
Komplexe19c (PPh) und 20c ((PPh)2) einen G1Arrest der Zellen, ungeachtet der
p53Funktionalitat  (vgl.  Abbildung  31), bereits m  nanomolaren
Konzentratiogsbereich Komplex 18c verursachte dagegen gar Kkeinen

Zellzyklusarrest.
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80 -

60 -

Ocontrol
@ ™1 E15¢ 5 pM
a0 E16c 500 nM
* E17¢ 500 nM
EICDDP 10 uM
20 4 :
G2/M subG1

Abbildung 35. Zellzyklusanalyse von HCT116"t Kolonkarzinomzellen nach 24 h Inkubation mit
18c, 19c, 20c, Cisplatin (CDDP) oder DMSO als Negativkontrolle. Im Gegensatz zu Cisplatin (S-
Phasenarrest) verursachen Komplexe 18c keinen, 19c und 20c einen Gai-Arrest der Kolonkarzinom-
zellen. Dies weist auf einen von Cisplatin verschiedenen Wirkmechanismus hin. [Adapted from T. Rehm,
M. Rothemund et al., Dalton Trans. 2018, 47, 17367; DOI: 10.1039/d8dt03360a - with permission from
the Royal Society of Chemistry]

Details in:  N,N-Dialkylbenzimidazol-2-ylidene platinum complexes i
effects of alkyl residues and acillarycis-ligands on anticancer

activity

Tobias Rehm, Matthias Rothemund, Alexander Bar, Thomas Dietl, Rhett Ke

Hara Kostrhunova, ViktoBrabec, Jana Kasparkova, and Rainer Schobert

Dalton Trans2018 47, 17367.
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3.4 Zytotoxische Wirkung und DNA-Interaktion von symmetrischen
Platin(1V) Komplexen und ihrer Platin(ll ) Analoga

Wie schon zuvor beschriehererursachen gangige Platinwirkstoffe auf Grund ihrer
Unspeziftat starke Nebenwirkungen und anhaltende Organschadigungen. In den
letzten JahrezeigtenPtV Komplexe groRe Potential als Alternative zu den aktuell
verwendeten BtKomplexen.Diese Publikation beschreibt die Oxidatiwon PY
Komplexen des Typscis-/trans[Pt'CI2(NHC);] zu ihren entsprechenden Pt
Komplexen cis-/trans[PtVCI4(NHC);], erste Untersuchungen deytotoxischen
Wirkung, und die Auswirkungen der Oxidation auf die DiN#eraktionsfahigkeit,
wobei die NHC Liganden entwedéd,N-Dibenzylimidazol2-ylidene oderN,N-
Dialkylbenzimidazoi2-ylidene mit variierender Lange der Alkylsstitutionsind(vgl.
Abbildung 3).144

R = a) Methyl
b) Ethyl
c) n-Butyl
d)n-Octyl
/N 'N\
RR R nBu C|:' n-Bu_
c >—"‘—C' —_, Fo SSNEG, oo W =
d (l:l n -Bu (|:| n- Bu
CI
13a 22 trans-22c
Q Q NN

nBuC|nBu

: 12

ﬁN>—P|t—C' —_—i, >_$_C. [ GV —< —ad
j Cl

Cl n Bu Cl n- Bu

21 23 trans-23c

Abbildung 36. Strukturen der cis-/trans-Pt"Y Komplexe 21, 23, trans-23c und ihrer Pt" Analoga 13a,
22 und trans-22c.

In Antiproliferationsstudierzeigten die PPtV Paarel3a/21, 22c/23c und trans-
22cltrans-23c gegeniber degetesteten Zelllinien vergleichbgute bis moderate
antitumorale Aktivitat im niederermikromolaren Konzentrationsbereicfvgl.
Abbildung 3). Dies steht imEinklang mit der AnnahmedassPtY Komplexe als
biologisch inaktivere, stabilerBrodrugs fiir ihre Pt Analoga gelten und imen
TumorzellendurchHypoxie odergro3ere Zellbestandteileie Proteine oder Enzyme
zu den aktiven BtKomplexenreduziert werdeA>? Die meisten Verbindungen
zeigten dabegine hohere Aktivitat gegeniiber der gé®ckout Zelllinie HCT116"

-43-



Synopsis

alsderdes Wildtyps Lediglich der PY Komplex21 wiesgegeniibeder Mutantesine
geringere Toxitat als bei den Wildtypzellen auf.

Abbildung 37. Uberblick
(log(ICs0)/logm(ICs0)) Uber die

13a Toxizitat der Komplexe 13a,
21, 22c, 23c, trans-22c und
21 18A2 ' T . .
318 trans-23c im Vergleich mit
22¢ @HT-29 Cisplatin (CDDP). Die Werte
@ DLD-1 sind im Verhéaltnis zur mittleren
Aktivitat I I ller
3¢ mHcT116™ at  (logn(ICso)) alle
; Komplexe angezeigt. Fir ICso
trans-22c OHCT116™ | Werte > 50 oder > 100 pM
wurden zur Berechnung des
trans-23c @ HDFa . 9
Logarithmus genau 50 oder
CDDP 100 1LY angenommen.
Negative bzw. positive Balken
-2 -1 0 1 2 zeigen im Vergleich zum

log(IC50)/logm(ICs0) Mittelwert bessere bzw.
schlechtere Aktivitaten an.[t44

Die biologische Inertheitvon PtV Komplexen zeigte sich bei erstein vitro
Untersuchungen zurDNA-Interaktionsvermoégemer Komplexel3a und 21 (vgl.
Abbildung38). Wahrendder PY Komplex 13a eine starkekonzentrationsabhéngige
Reduktion der Ethidiumbromidfluoreszenerursachtedie auch dievon Cisplatin
weit Ubertraf, hatte der PtKomplex21 nur geringfiigige AuswirkungefEinein situ
Reduktion vor21 zu 13a mittels Ascorbinsaure schlugghl, wasin Ubereinstimmung
mit Unteisuchungen steht, nach denetY Rlomplexe in Tumorzellen eher durklrge
molecules (z.B. Membranproteine) und nicht durckmall molecules wie

Ascorbinsaure oder Glutathion reduziert wert&h.

~
[3,]

i

rel. fluorescence
(3]
o
i

N
o
L

o . ’_’—‘I_I—I
13a 21 CDDP

Abbildung 38. Relative EtdBr-Fluoreszenz nach Interkalation in lineare Lachsspermien-DNA, die

mit 13a, 21 oder Cisplatin (CDDP) behandelt wurde. Die Werte sind in Relation zur EtdBr-Fluoreszenz

in unbehandelter DNA berechnet. [Adapted from T. Rehm, M. Rothemund et al., Dalton Trans. 2019, 48,
16358; DOI: 10.1039/c9dt02438g - with permission from the Royal Society of Chemistry]
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Details in:  Synthesis, structures and cytotoxic effentsitro of cis- andtrans
[PtVCI4(NHC),;] complexes and theRt! precursors

Tobias Rehm, Matthias Rothemund, Thomas Dietl, Rhett Kempe, and
Schobert

Dalton Trans.2019 48, 16358

-45-




Literaturverzeichnis

4 Literaturverzeichnis

[1]
[2]
[3]
[4]

[5]
[6]
[7]
[8]

[9]

[10]

[11]
[12]
[13]

[14]
[15]
[16]
[17]
[18]
[19]
[20]

[21]
[22]

B. W. Stewart, P. KleihuedYorld cancer repottlARC Press, Lyor2003
P. Boyle, B. LevinWorld cancer report: 2008ARC Press, Lyor2008

B. W. Stewart (Ed.)World Cancer Report 2014ARC Press, Lyor2014

F. Bray, J. Ferlay, I. Soerjomataram, A. Jeraahl, CA-Caneer J. Clin.
2018 68, 394.

S. Wu, S. Power8y. Zhou, Y. A. HannunNature2015 529, 43

N. Khan, F. Afag, H. MukhtaiCancerlett. 201Q 293 133.

V. A. Katzke, R. Kaaks, T. KuhiGancerJ. 2015 21, 104.

S. C. Larsson, J. Permert, Nakansson, A. Wolket al, Br. J. Canc2005
93, 1310.

Statistisches Bundesanéstati$, Todesursachen nach Krankheitsarten
Stand2020https://www.destatis.de/DE/Themen/Gesellschaft
Umwelt/Gesundheit/_Grafik/_Statisch/todesursache
krankheitsarteqpng?__blob=postgabgerufer22.06.2020, 08:43 Uhr)
Statistisches Bundesamt (Destatigbelle Sterbefélle durch Krebs
insgesam018 Stand 19.05.2020, Abrufdatum 22.06.20R@tenlizenz by
2-0.

D. Hanahan, R. A. Weinber@.ell 200Q 100, 57.

D. Hanahan, R. A. Weinber@ell 2011, 144, 646.

M. A. Feitelson, A. Arzumanyan, R. J. Kulathinal, S. Nowsheeal,
SeminCancer Biol.2015 35 Suppl S25.

L. Hartwell, T. WeinertSciencel989 246, 629.

A. G. Paulovich, D. P. Toczyski, L. H. Hartwetell 1997, 88, 315.

L. H. Hartwell, M. B. KastanSciencel994 266, 1821.

L. Sandell,Cell 1993 75, 729.

V. Aggarwal, H. S. Tuli, A. Varol, G. Setlet al, Biomolecule019 9, 735
D. Mustacich, G. PowiBiochem.J. 200Q 346, 1.

N. Nishida, H. Yano, T. Nishida, M. Kojir@t al, Vasc HealthRisk Manag.
2006 2, 213.

M. Rajabi, S. A. MousaBiomedicine017, 5, 34

D. W. SiemannCancer Treat. Rex2011, 37, 63.

-46-



Literaturverzeichnis

[23]
[24]

[25]
[26]
[27]
[28]
[29]
[30]

[31]
[32]

[33]
[34]
[35]
[36]
[37]

[38]

[39]
[40]

[41]
[42]

[43]

[44]
[45]

[46]

T. N. Seyfried, L. C. HuysentruyGrit. Rev. Oncog2013 18, 43.

K. W. Hunter, N. P. S. Crawford, J. AlsarrBfeast CanceRes.2008 10
Suppl. 1S2.

H. Dillekas, M. S. Rogers, O. Straun@ancer Mel. 2019 8, 5574.

L. Kelland,Nat Rev Cancer2007, 7, 573.

E. R. Jamieson, S. J. Lippa@hem. Rev1999 99, 2467.

M. PeyroneAnn. Chem. Pharni844 51, 1.

B. RosenbergL. van Gmp T. Krigas Nature1965 205, 698.

B. Rosenberg, LvanCamp, J. E. Trosko, V. H. Mansoiature1969 222
385.

B. Rosenberg, L. VanCam@ancerRes.197Q 30, 1799.

R. C. DeConti, B. R. Toftness, R. C. Lange, W. A. CreaSaycerRes.
1973 33, 1310.

Z. Livshits, R. B. Rao, S. W. SmitEmerg. Med. Clin. N. An2014 32, 167.
J. HildebrandCurr. Opin. Oncol.2006 18, 321.

T. Karasawa, P. S. Steygé@&igxcol. Lett. 2015 237, 219.

R. Oun, Y. E. Moussa, N. J. Wheaislton Trans2018 47, 6645.

T. B. de Castria, E. M. K. da Silva, A. F. T. Gois, R. Ri€@achrane
Database Syst. Re2013 CD009256

R. J. Knox, F. Friedlos, D. A. Lydall, J. J. Robe@ancerRes.1986 46,
1972.

N. J. Wheate, S. Walker, G. E.aly, R. OunpPalton Trans201Q 39, 8113.
M. G. Apps, E. H. Y. Choi, N. J. Wheatendocr-Rel.Cancer2015 22,
R219.

R. A. Alderden, M. D. Hall, T. W. Hambley, Chem. Edu006 83, 728.
M. D. Hall, K. A. Telma, K-E. Chang, M. MGottesmanet al, CancerRes.
2014 74, 3913.

R. P. Williams, B. W. Ferlas, P. C. Morales, A. J. Kurtzw&il®ncol.
Pharm. Pract2017 23, 422.

D. P. Gately, S. B. HowelBr. J. Cancerl993 67, 1171.

S. Ishida, J. Lee, D. Jhiele, I. HerskowitzProc. Natl. Acad Sci USA2002
99, 14298.

A. K. Holzer, G. H. Manorek, S. B. HoweNjol. Pharmacol 2006 70, 1390.

-47-



Literaturverzeichnis

[47]
[48]

[49]

[50]
[51]

[52]
[53]

[54]
[55]

[56]
[57]
[58]
[59)
[60]
[61]
[62]

[63]

[64]
[65]

[66]

[67]

[68]

A. EastmanBiochemistryl986 25, 3912.

A. M. FichtingerSchepman, J. L. van der Veer, Jddn Hartog, J. Reedijk
et al, Biochemistryl985 24, 707.

L. G. Marzilli, J. S. Saad, Z. Kuklenyik, Y. Xet al, J. Am.Chem. Soc.
2002 123 2764

B. Feng, M. P. Ston€&hem. Res. Toxicdl995 8, 821.

J. H. den Hartog, QAltona, J. H. van Boom, J. Reedig, al, J. Biomol.
Struct. Dyn1985 2, 1137.

J. ReedijkChem. Commuri996 7,801

R. S. Tibbetts, K. M. Brumbaugh, J. M. Williams, R. T. Abrahatral, Gen.
Dev.1999 13, 152.

N. D. Lakin, B.C. Hann, S. P. Jacksoncogenel 999 18, 3989.

R. A. Woo, K. G. McLure, S. P. Leddiller, P. W. Leeet al, Nature1998
394, 700.

F. Perri, S. Pisconti, G..IW. ScarpatiAnn. Transl. Med2016 4, 522

S. Bates, K. HVousdenCurr. Opin. Genet Dev. 1996 6, 12.

S. L. Harris, A. J. LevinedDncogen&005 24, 2899.

W. R. Taylor, S. E. DePrimo, A. Agarwal, M. G. R. Stakal, Mol. Biol.
Cell 1999 10, 3607.

A. K. Hock, A. M. Vigneron, SCarter, K. H. Vousderet al, EMBO J.2011],
30, 4921.

S-Y. Hyun, Y-J. JangOncotarget2014 6, 4804.

T. Waldman, K. W. Kinzler, B. Vogelstei@ancerRes.1995 55, 5187.

W. S. elDeiry, T. Tokino, V. E. Velculescu, B/ogelsteinet al, Cell 1993
75, 817.

J. W. Harper, G. R. Adami, N. Wei, S. J. Elledgfeal, Cell 1993 75, 805.
M. L. Agarwal, A. Agarwal, W. R. Taylor, G. R. StaiRroc. Natl. Acad. Sci.
USA1995 92, 8493.

J. W. Harper, S. Elledge, K. Keyomarsi, E. Swinde#t al, Mol. Biol. Cell
1995 6, 387.

C. Bertoli, J. M. Skotheim, R. A. M. de BruiNat. Rev. MolCell Bio.2013
14, 518.

A. Maréchal, L. ZouCSH.Perspect. Biol2013 5, a012716

-48-



Literaturverzeichnis

[69] C.-M. Aliouat-Denis, N. Dendouga, I. van den Wyngaert, J. E. Viakird),
Mol. Cancer Re2005 3, 627.

[70] F. Esposito, L. Russo, G. Chirico, F. Cimiebal, IUBMB life 2001, 52, 67.

[71] J. Boonstra, J. A. Posgene2004 337, 1.

[72] A. L. Fitzgerald, A. A. Osman, IX. Xie, J. N. Myerset al, Cell Death Dis.
2015 6, e1678.

[73] M. L. Agarwal, A. Agarwal, W. R. Taylor, G. R. StafRtoc. Natl. Acad Sci
USA1998 95, 14775.

[74] J.C. ReedAm. J. Pathol200Q 157, 1415.

[75] S. G.SolaneGélvez, J. AbadChiriti, L. GutiérrezVelez, R. Vazquet.opez,
et al, Med Sci 2018 6, 54

[76] P. Golstein, G. KroemeT,rendsBiochem Sci.2007, 32, 37.

[77] K. L.Rock, H. KonoAnnu. Rev. PathoR00§ 3, 99.

[78] D.R. Green, G. PAmaranteMendesResults Probl. Cell. Differl998 24,
45.

[79] S. Elmore,Toxicol. Pathol2007, 35, 495.

[80] J. Chai, Y. ShiNat Sci Rev 2014 1, 101.

[81] R. M. Locksley, N. Killeen, M. J. Lenard@ell 2001, 104, 487.

[82] F. C.Kischkel, S. Hellbardt, I. Behrmann, M. E. PetekIBOJ. 1995 14,
5579.

[83] H.Wajant,Science2002 296, 1635.

[84] J.H.Russell, T. J. Leynnu. Rev. Immunak002 20, 323.

[85] M. Barry, R. C. BleackleyNat. Rev. Immuno2002 2, 401.

[86] Y. Tsujimoto,Genes Cell4998 3, 697.

[87] L.-N.Zhang, JY. Li, W. Xu, Cancer Gene The2013 20, 1.

[88] Y. Zhang, D. Xing, L. LiuMol. Biol. Cell2009 20, 3077.

[89] D. Westphal, G. Dewson, P. E. Czabotar, R. M. KlBikchim.Biophys.
Acta2011 1813 521.

[90] M. Zhang, J. Zheng, R. Nussinov, B. Maxi.Rep.2017, 7, 2635.

[91] X. Saelens, N. Festjens, L. Vande Walle, P. Vandenalsedé Oncogene
2004 23, 2861.

[92] H.Li, H. Zhu, C. J. Xu, J. YuarGell 1998 94, 491.

[93] P. Fuente#rior, G. S. SalveseBiochem.J. 2004 384, 201.

-49-



Literaturverzeichnis

[94]
[99]
[96]
[97]
[98]
[99
[100]
[101]
[102]
[103]
[104
[105]

[106]
[107]
[108]
[109]
[110]

[111]
[112]
[113]

[114]

[115]
[116]
[117]

[118]

S. B. Bratton, G. S. Salveseh,Cell Sci201Q 123 3209.

J. Silke, P. MeierCSH Perspect. BioR013 5, a008730

C. Adrain, E. M. Creagh, S. J. MartiBMBO J.2001, 20, 6627.
M. M. Compton,Cancer Metastasis Re¥992 11, 105.

A. H. Wyllie, Nature198Q 284, 555.

A. H. Wyllie, R. G. Morris, A. L. Smith, D. Dunlo@,. Pathol.1984 142, 67.
M. Enari, H. Sakahira, H. Yokoyama, S. Nagataal, Nature1998 391, 43.

T. C. Karlenius, K. F. Tonisse@ancers201Q 2, 209.

M. Donovan, T. G. CotteBiochim. Biophys. Acta004 1644 133.

S. W. G. Tait, D. R. Gree@ncogen€008§ 27, 6452.

L. Y. Li, X. Luo, X. Wang,Nature2001, 412 95.

S. A. Susin, H. K. Lorenzo, N. Zamzami, G. Kroengtral. Nature1999
397, 441.

B. DesoizeAnticancer Re2004 24, 1529.

P. KépfMaier, Eur. J. Clin.Pharmacol.1994 47, 1.

G. C. Bernhard). Lab.Clin. Med.1982 100, 167.

T. Onodera, I. Momose, M. Kawadahem. Pharm. BulR019 67, 186.
G. N. Kalule+wRavizii, DS.-M@ameé mp v &i
al., Bioionorg.Chem. Appl2012 2012 705907.

J. K.Muenzner, T. Rehm, B. Biersack, R. Schobetrgl, J. Med.Chem.
2015 58, 6283.

L. Sagan,. Theor. Biol1967, 14, 255.

J. S. ModicaNapolitano, J. R. AprilleAdv. Drug. Deliv. Re\2001, 49, 63.
A. Zamora, S. A. Pérez, M. RothemuddRuiz,et al, Chemistry2017, 23,
5614.

Z. Zhu, Z. Wang, C. Zhang, X. Waref, al, Chem Sci.2019 10, 3089.

J. Li, X. He, Y. Zou, C. Cheret al, Metallomics2017, 9, 726.

Y. Shi, S:A. Liu, D. J. Kerwood, J. Mabrowiak,et al, J. Inorg. Biochem.

2012 107, 6.
A. Bhargava, U. N. Vaishampaydgxp. Opin. Investig. Drugd009 18,
1787.

-50-

Mijatovil



Literaturverzeichnis

[119] A. Casini, A. K. Gorle, E. J. Peterson, R. K.O. Sigehl, Metallodrugs:
Development and Action of Anticancerefdgs Physics, Chemistry, Materials
Sc, Geosk017, De Gruyter. Berlin, Boston

[120] E. Fokkema, H. J.M. Groen, M. N. Helder, C. Meigtral, Biochem.
Pharmacol.2002 63, 1989.

[121] P. Zhang, P. J. Sadlétur. J. Inorg.Chem.2017, 2017 1541.

[122] T.J. GRourke, G. R. Weiss, P. New, G. M. Clagk,al, Anti-CancerDrugs
1994 5, 520.

[123] S. Chatterjee, S. Kundu, A. Bhattacharyya, P. J. Dysioa,, J. Biol. Inorg.
Chem 2008 13, 1149.

[124] L. R. Kelland, B. A. Murrer, G. Abel, K. Rdarrap,et al, CancerRes.1992
52, 822.

[125] N. Graf, S. J. Lippardidv. Drug Deliv. Re\2012 64, 993.

[126] A. O. Sartor, D. P. Petrylak, J. A. Witjes, C. N. Sternbet@l, J. Clin.
Oncol.2008 26, 5003.

[127] N. Shah, D. S. Dizorkuture Oncol2009 5, 33.

[128] H. Choy, C. Park, M. Yadlin. Cancer Res2008 14, 1633.

[129] C. K. J. Chen, P. Kappen, T. W. Hambl®etallomics2019 11, 686.

[130] D. Gibson,Dalton Trans2016 45, 12983.

[131] R. HuisgenProc. Chem. S0d.961, 357.

[132] C. W. Tornge, C. Christensen, M. Meldal Org. Chem2002 67, 3057

[133] V. V. Rostovtsev, L. G. Green, V. V. Fokin, K. B. Sharpléssggew.Chem.
Int. Ed. Engl.2002 41, 2596.

[134] Meldal, Sharpless, E. Haldén, M. C. Nicasio, P. J. P&#gg, Biomol. Chem.
2012 13, 9528

[135 L. Zhou, C. J. Brassard, X. Zahng, R. J. Clatkal, Chem. Re2016 16,
1501

[136] M. H. Wright, S. A. SiebeNat. Prod. Rep2016 33, 681.

[137] K. Sivakumar, F. Xie, B. M. Cash, Q. Wargg,al, Org. Lett.2004 6, 4603.

[138] T. Rehm, M. Rothemund, J. K. Muenzner, R. Scholeed|, Dalton Trans.
2016 45, 15390.

[139] M. Rothemund, S. I. Bar, T. Rehm, Rh8bert,et al, Dalton Trans.202Q
49, 8901.

-51-



Literaturverzeichnis

[140] T.Rehm, M. Rothemund, A. Bar, R. Stiert,et al, Dalton Trans2018 47,
17367.

[141] T.Rehm, M. Rothemund, T. Dietel, Bchobertgt al, Dalton Trans2019
48, 16358.

-52-



Publikationen

5 Publikationen

5.1 Darstellung des Eigenanteils

Die in dieser Arbeit abgebildeten Veroéffentlichungemvuchsen aukooperatioen

mit anderen Arbeitsgruppen. Zu diesen Arbeitsgruppen gehdéren der Lehrstuhl far
Anorganische Chemie II der Universitat Bayreuth und das Institut fir Biophysik an

der Akademie der Wissenschaft der Tschechischen Republik in Brinn (CZE). Die
Publikationen wuilen mit der Genehmigurdes Journalabgedruckt.

Es folgt eine Erklarung des Eigenanteils an den jeweiligen Publikationen
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durchgefiuihrt Von Sofia Bar stammenveitere MTT-Tests, die Experimente zu
reaktiven Sauerstoffspezies und dem Mitochondrienmerpbtantia] sowie die
Zytoskelettfarbungen. Entsprechende Abbildungaemd Textabschnittewurden
jeweils von mir oder Sofia Barerfasst. Die Planung und Durchfiihrung 8gnthese

der in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen und deren Analytik wurde von Tobias
Rehm durchgefuhrt. Entsprechende Textabschnitte und Abbildungen stammen von
ihm. Hana Kostrhunova und Viktor Brabdtben die ICRMS Messungen der
Aufnahme der Komlexe gemessen und ausgeweidets Manuskript wurde von Sofia

Bar und mir, in Zusammenarbeit mit Rainer Schobert verfasst.
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5.1.3 Eigenanteil arPublikation 1l

Ergebnisse zu diesem Thema wurden 201Balton Transactionsinter dem Titel

A N -Dialkylbenzimidaol-2-ylidene platinum complexeseffects of

alkyl residues andmillarycisl i gands on anticancer a

von den Autoren

Tobias Rehm, Matthias Rothemund, Alexander Bar, Thomas Dietel, Rhett Kempe,
Hana Kostrhunova, Viktor Brabec, JaKasparkova, und Rainer Schobert

veroffentlicht.

Die Arbeit wurde in Kooperation mdem Lehrstuhl fir Anorganische Chemie Il der
Universitdt Bayreuth unddem Institut fur Biophysik an der Akademie der
Wissenschaft der Tschechischen Republik in Brinn (QliE)hgefihrt.

Eigenanteil:

Wahrend Tobias Rehm die Planung und Durchfiihrung der Synthese und Analytik der
Verbindungen vornahm, und Alexander Bar nétige Verbindungersyattietisierte
fuhrten die Angehorigen des Lehrstuhls der anorganischen Chemie Il die
Strukturaufklarung durch Rontgenkristallografie und Elementaranalyse durch. Die
Untersuchung der biologischen Aktivitad.h. Bestimmung deToxizitaten (IGo-
Werte) die Abhéangigkeit vom p5®tatus, sowie grundlegende DNA
Interaktionsuntersuchungen unelZyklusanalysen wurden von mir durchgefthrt.
Die Aufnahme der Verbindungeimn die Zellen und weiterfihrende DNA
Interaktionsstudien wurden von den Mitarbeitern von Prof. Brabec am Institut fur
Biophysik (Brinn) vorgenommen. Die Arbeit wurde von TobiasirReind mir in
Zusammenarbeit mit ProRainer Schobert zu gleichen Teilen verfasst. Die Arbeiten

von Prof. Brabeet al.wurden von mir in das Manuskript eingepflegt.

-56-



Darstellung des Eigenanteils

5.1.4 Eigenanteil arPublikation V

Ergebnisse zu diesem Thema wurden 201@alion Transactionsinter dem Titel

ASynthesis, structures and cytotoxic effects in vitroisfandtrans

[PtV CI4(NHC),] complexes and their Pprecursord

von den Autoren

Tobias Rehm, MatthiagRothemund, Thomas Dietel, Rhett Kerapeé, Rainer
Schobert

veroffentlicht

Die Arbeit wurde in Kooperation mit dem Lehrstuhl fir Anorganische Chemie Il der

Universitat Bayreuth durchgefuhrt.
Eigenanteil:

Planung und Synthese der Verbindungen wurden vora$dbehm durchgefuhrt. Die
Charakterisierung der Verbindungen wurden von Tobias Rehm und Thomas Dietl
durchgefuhrt. Die Planung und Durchfihrung der biologischen Studien, d.h. die
Untersuchung der Toxizitdt undler DNA-Interaktion in vitro, sowie die
Stabiitatsuntersuchungen per Wis Spektrometrie wurden von mir vorgenommen
und ausgewerteEntsprechende Abbildungen und Textabschsitéenmen von mir

Die Arbeit wurdezusammemit Tobias Rehm und Prof. Rainer Schobert verfasst.
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Novel cis-[(NHC){(NHC)?(L)Cllplatinum(n)
complexes — synthesis, structures, and anticancer
activitiest

Tobias Rehm,? Matthias Rothemund,? Julienne K. Muenzner,? Awal Noor,®
Rhett Kempe® and Rainer Schobert*®

A general synthesis of novel platinum(i) complexes bearing two different, cis-oriented, N-heterocyclic
carbene (NHC) ligands is presented. Easily accessible cis-[Pt"(NHC)(DMSO)] precursor complexes were
converted to either Cr'sf[Pl”(NHC)ZCIZI complexes such as 5a and 5b, or to novel mixed
cis-[Pt"(NHC)HNHC)?Cl,] complexes such as 5¢—h by successive introduction of the individual carbene
ligands. The ‘symmetric’ complexes 5a and 5b were also converted to cationic cis-[Pt"(NHC)z(PPhs)-
CI]*Cl™ complexes 8a and 8b. The structures of the ten new complexes, comprising benzylated and
alkylated imidazol-2-ylidene ligands, were analysed by 'H, "*C and '*°Pt NMR spectroscopy and also by
X-ray diffraction for 5a, 5d, 5h, and 8a. The neutral complexes 5 were cytotoxic against a panel of seven
human cancer cell lines with |Csq values in the low micremolar range, while the cationic complexes
8 reached even nanomolar |Csq values. Complex 5h carrying the substitution pattern of the natural anti-
tumoral agent Combretastatin A-4 showed a conspicuous specificity for cancer cell lines sensitive to
this drug. In electrophoretic mobility shift assays, the cis-biscarbene complexes 5b and 8b led to an
unwinding or aggregation of plasmid DNA, while the trans-biscarbene complex 1b showed no such effect.

Introduction

Metal complexes of N-heterocyclic carbenes (NHCs) were
reported as early as 1968 by Wanzlick et al. and others."* But
it was not until the isolation of a crystalline carbene by
Arduengo et al”® in 1991 that NHCs turned from mere curio-
sities into applicable chemical reagents. Nowadays, they are
routinely used as organocatalysts for a wide range of
established reactions.” NHC metal complexes are among the
most efficient catalysts for reactions such as olefin metathesis®
and Pd-catalysed coupling reactions.®” More recently, their
medicinal aspects came to the fore.” With the successful
history of anticancer active platinum compounds' in mind,
bioactive NHC complexes were devised of metals such as Pd,""
Ag,"? Cu,” Ru," Au," and Pt.'® Meanwhile, a general picture
of structure-activity correlations for such complexes is

“Organic Chemistry Laboratory, University Bayreuth, Universitaetsstrasse 30,

95440 Bayreuth, Germany. E-mail: Rainer. Schobert@uni-bayreuth. de

Lehrstuhl fuer Anorganische Chemie I (Catalyst Design), University Bayreuth,

Uni i trasse 30, 95440 Bay h, Germany

TElectronic supplementary information (ESI) available: NMR spectra of 5a-h
and 3a,b; synthesis of 1b; ligand synthesis. CCDC 1481378-1481381. For EST and
crystallographic data in CIF or other electronic format see DOL 10.1039/
c6dtn2350a
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unfolding, allowing a prediction of the influence of the central
metal, the NHC substituents, the charge, the lipophilicity, and
the sterical encumbrance around the metal centre on their bio-
logical properties. We recently studied the influence of the latter
factor, sterical congestion, in a series of platinum complexes.'”

Unlike complexes trans-[Pt"(NHC),Cl,] 1, featuring a poor
NHC leaving group, the complexes cis-[Pt"(DMSO)(NHC)CL,]
2 which bear a well accessible chlorido leaving ligand, had
bound to DNA as expected. Substitution of DMSO for PPh;
gave complex 3 which still, though to a lesser extent, bound
coordinatively to DNA but also initiated some DNA aggrega-
tion. The cationic complex trans-[Pt"(PPh,),(NHC)CI]'CI™ 4,
featuring a sterically shielded chlorido ligand, exclusively
induced DNA aggregation (Fig. 1).

For a more nuanced assessment of such steric effects we
now developed an access to platinum(ir) complexes with two
different, cis-positioned NHC ligands (Scheme 1). Complexes
cis{Pt"(NHC),L,] with two identical NHC ligands had been
synthesised before by Réschenthaler et al,'® and Nolan
et al'®* using cis{Pt{DMSO),CL,], [Pt(cod)CL,], or [Pt(cod)
Me;,] as precursors. Displacement of the leaving ligands DMSO
or cod, respectively, by two equivalents of the free or masked
NHC led to the desired cis-biscarbene complexes. However,
these protocols do not allow the synthesis of mixed
cis[Pt"(NHC)'(NHC)?L,] complexes.

This joumal is © Tne Royal Scciety of Chemistry 2016
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Fig. 1 NHC-platinum(i) complexes with spectator ligands of increasing
bulkiness and their modes of DNA interaction."
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Scheme 1 Syntheses of cis-bis{NHC) complexes of platinum(u) by (a)
Nolan et at.'® (b) Nolan et al,*® (c) Réschenthaler et al,'® and a new
access to complexes cis-[Pt"(NHC)'(NHC)?Cly] 5.

Results and discussion
Synthesis and characterisation

The key intermediates for our new synthesis are cis-[Pt"(NHC)
(DMSO)L;] complexes such as 2, first synthesised by Rourke
et al. in 2007.' This group found that using DMSO instead of
CH,CI, as the solvent for the carbene transfer from silver NHC
complexes to suitable sources of the desired metal, e.g
K5PtCly, led to the formation of monocarbene complexes of
type 2 rather than to the formation of trans-biscarbene
complexes of type 1. The DMSO ligand can then be substituted
by a more electron-rich ligand such as a phosphane,'”!
detailed in this work, a second NHC ligand.

We prepared eight new cis-[Pt"(NHC)'(NHC)*Cl,] complexes
5 with six different NHCs as ligands via DMSO precursor com-
plexes 2. Since the two NHC ligands are introduced one at a
time, complexes with two different NHCs can be synthesised
starting from two different imidazolium salts 6 (ImH') and
7 (ImH?)**7%° (Scheme 2). We employed imidazolium chlorides
that were 1,3-benzylated, or -alkylated. For the synthesis of

or, as

This journal is © The Roval Society of Chemistry 2016
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cis-[Pt(NHC)'(NHC)*Cl,] complexes 5 the respective complex
cis[Pt(DMSO)(NHC)'Cl,] 2 was treated with ImH?Cl 7 and
KO'Bu to generate (NHC)”. The resulting mixture was stirred in
dry CH,Cl; for 16 hours by which time the DMSO had been
completely substituted by (NHC)* and the pure product
complexes 5 were obtained by precipitation in yields of up to
93%. Replacing the base KO'Bu by K,CO;, NaOMe or CaH,
had little influence on the yields as had the use of acetonitrile
as a solvent.

The cis configuration of complexes 5 was confirmed by
'H and *C NMR spectroscopy. In line with a previous study’
of the complexes 2a and 3, the '"H NMR spectra of complexes
5 showed an inequivalency of the two geminal protons of each
benzylic CH, group (one facing the neighbouring chlorine, the
other the second NHC) and their splitting up into two
doublets. These corresponding signals are 0.44 to 1.13 ppm
apart and couple with */,s = 14.34 to 14.95 Hz. This
corroborates the cis configuration of the NHC ligands as well
as the perpendicular orientation of the imidazole ring relative
to the plane spanned by the PtCl, fragment (Fig. 2).

Further evidence is provided by the *C NMR shifts of the
carbene carbon signals ranging from 147.8 to 149.9 ppm,
typical of carbon atoms in a ¢/s-NHC-L-PtClL,
ment.'”*'*7 While the symmetric complexes 5a and 5b
showed only one carbene carbon signal, the mixed complexes
gave rise to two inequivalent signals for the different NHC
ligands.

Complexes 5g and 5h showed distinct "H NMR spectra with
coupling constants */45 = 15.11 to 15.26 Hz and overall more
complex spectra as each CH, proton has a different surround-
ing and thus a distinctive shift. In the *C NMR spectrum of
5g the carbene carbon of the N-methylated NHC ligand peaks
at 146.6 ppm.

We also prepared cationic complexes 8 from the symmetric
complexes 5a and 5b by substitution of a chlorido for a triphe-
nylphosphane ligand (Scheme 3).

Their "H NMR spectra showed more complex CH, signals
due to the additional asymmetry. Their carbene carbon signals
in the **C NMR spectra appeared as doublets with %/cp = 10 Hz
(¢is to PPh;) and 151 Hz (trans to PPhs), respectively. The
#1p-1"°pt coupling of “Jpp. = 2366 Hz (8a) and 2361 Hz (8h) was
visible as were the phosphane signals at 13.09 (8a) and
13.34 ppm (8b) in the *'P NMR spectra.

environ-

X-ray crystallography

Crystals suitable for X-ray diffraction analyses were grown by
slow infusion of hexane into saturated solutions of 5a, 5d, 5h,
or 8a in CH,CI, kept at 4 °C. Fig. 3 shows their molecular
structures. The characteristic bond lengths and angles were
similar for all four complexes. The distances between the plati-
num and the carbene carbon atoms were in the range of
1.97-1.99 A, only in the phosphane complex 8a the distances
were slightly longer with 2.02 A and 2.07 A. The Pt-Cl
distances lay between 2.35 and 2.36 A, while the Pt-P bond of
8awas 2.31 A long. The C-Pt-C angles ranged from 93.7° (8a) to
96.4° (5d) for those complexes that bore 1,3-dibenzylimidazol-2-

Dalton Trans, 2016, 45, 15390-15398 | 15391
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Fig. 2 Relevant ‘H NMR signals of inequivalent benzylic CH, protons of
complexes 5 proving the cis configuration.

ylidene ligands. In the case of 5h the C-Pt-C angle was
reduced to 90.4°.

Anticancer activity

Complexes 5 and 8 were investigated for their cytotoxicity
against a panel of seven human cancer cell lines of six entities
and an endothelial cell line using the MTT-based viability
assay.”®?? Table 1 summarises the resulting IC5, (72 h) values.
All complexes 5a-h showed remarkable efficacies with low
micromolar ICs, values against all cell lines, save for the
cisplatin resistant HT-29 colon®® and the multidrug-resistant

15392 | Dalton Trans., 2016, 45, 15390-15398

was surprisingly unresponsive to all complexes, especially to 5h
that bears the structural motif of the natural anticancer drug
combretastatin A-4 (CA-4). Complex 5h was also less active than
most other test compounds against the mdr MCF7/T()p037‘
mamma carcinoma cell line which overexpresses the efflux trans-
porter BCRP34 (breast cancer resistance protein). This is an indi-
cation for 5h being a substrate of these drug efflux pumps.

Against CA-4 sensitive cancer cell lines such as DLD-1 colon
carcinoma and Pane-1 pancreatic cancer, and also against the
hybrid endothelial Ea.Hy926 cells, complex 5h retained the
activity of the natural lead compound CA-4, showing ICj,
concentrations in the low nanomolar range.

As we have already shown in previous work, exchange of
one chlorido for a phosphane ligand can enhance the cyto-
toxicity significantly, probably due to an increase in lipo-
philicity, solubility and thus of cellular uptake.” This was
observed here as well when going from the neutral dichlorido

This journal is © The Royal Scciety of Chemistry 2016
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