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Schema 4. Synthese von N,?i'-Bis(~rinietliylsilylmethyl)piper~zin: ;I) + 4 LiC,,H,i 
- 4 C,,,H,: h) + 4 Mc,SiCI;- 4 LiCI. 2 Me,SiSPh. 

den. Aufgrund des einfachen Zuganges zu (Phenylthiome- 
thy1)aminen und der breiten Anwendbarkeit der Metallierungs- 
reaktion kiinnte sich die reduktive C-S-Bindungsspaltung zu 
einer wichtigen Synthesemethode fur Verbindungen mit dem 
Strukturelement -CH,NR, entwickeln. 

Experimw telles 
(Pheriylthioinethyl)amlne: Die Herstellung der (Pheiiylt1iiomethyl)~niine erfolgte 
nuch hekaniiten Syntlieseinethoden[11]. 7 a [ 1 4 j , 7 h [ 1 5 ] , 7 ~ [ 1 5 ~ , 7 d f l 1 ] . 8 [ 1 6 ] , 9  
[7a] und 10 1171 wurden bcreits heschricben. 
Herstellung der (Lithiomct1iyl)aminc und Folgereaktionen: Zu einer aus 694 mg 
(100 inmol) Lithium-Graniilien und 12 8 g (100 mmol) Naphthalin in 150 mL T H F  
frisch hergestellten Lithiumnaphthalin-Losung wurde hei - 78 C eine a u f  gleiche 
Temperiitur vorgckiihlte Losuiig von 50 m m d  des jeweiligen (Phenylthiome- 
thyl)amini i i i  50 mL THF gesehcn. Nach 10 inin I'iigte man 17 t g (100 inmol) 
Chlor(d~inethq.l)pl~enyIs~l~iii ( -7a  7h) bzw. 12.7 g (100 mmol) Dichlordiphenylsi- 
Ian (+I I )  h m .  10.X g (100 mmol) Chlortritnetliylsilan (-14) hinru Nach Erwi r -  
men auf Raumteinpcratur wurde w;iOrig aufgearbeitet. Nach Entfernen der leichter 
fluchtigen Substanzcn im Vakuuin reinigte nian den Riickstand durch Kugelrohrde- 
stillation. 
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Stichworte: Amine - Lithiumverbindungen * Metallierungen * 

Synthesemethoden * Transmetakerungen 
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Die pH-abhangige Erzeugung reaktiver Radikale - 
neue Methoden zur Turnorbekampfung ** 
Mark Vol'pin?, Ilia Levitin" und Sergei Osinsky 

Unserer Meinung nach ist es einer der besten Ansatze in der 
Krebstherapie, unterschiedliche mikrophysiologische Eigen- 
schaften von krankem und gesundem Gewebe zu nutzen. Tnsbe- 
sondere Methoden, die sich den niedrigen pH-Wert von malig- 
nem Neoplasma zu Nutze machen, scheinen vielversprechend. 
Dieser Effekt wurde bei festen Tumoren eingehend unter- 
sucht['. 21. Wesentlich ist dabei, daB der pH-Wert. der hier typi- 
scherweise um 0.2-0.5 Einheiten niedriger liegt als in gesundem 
Gewebe, selektiv noch weiter gesenkt werden kann. Hierzu be- 
sonders geeignet ist die Gabe von Glucose, die den pH-Wert um 
- < 2  Einheiten auf etwa 5.5 r e d ~ z i e r t ~ ~ , ~ ] .  Das Ziel ist es nun, 
Verbindungen zu entwerfen, die entweder bei Slurekatalyse 
Cytostatica im Tumorgewebe freisetzen oder pH-abhingige 
Modulatoren bekannter Therapeutica sindr5. 'I. Fur den ersten 
Ansatz wurden bereits einige Substanzen als geeignet vorge- 
schlagen. Die Entwicklung dieser Methode haben Tietze et al. 
zusammengefa Bt "3 '1. 

Wir schlagen nun bei der Suche nach pH-abhingigen Anti- 
tumorwirkstoffen einen neuen Weg ein und wollen saureemp- 
findliche Vorliiufer reaktiver Radikale einsetzen. Dieser Ansatz 
griindet sich auf die in der Literatur vielfach beschriebene Tatsa- 
che, da8 freie Radikale Biomolekiile schadigen und insbesonde- 
re zu Spaltungen der Nucleinsiiuren fiihren konnen (siehe bei- 
spielsweise Lit.['. lo]). Als Vorlaufer reaktiver Radikale haben 
wir Alkylcobalt(1rr)-Chelatkomplexe vom Typ 1 mit einer drei- 
zlhnigen Schiffschen Base als Ligand entwickelt" ' I .  Diese 
Komplexe setzen bei Erniedrigung des pH-Werts Alkylradikale 
frei [GI. (a)]; die Bedingungen hierfiir sind sehr tnild["I. Die 

(a) RCo"' . . . pH++ R' + Co" . , , 
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Geschwindigkeit der Reaktion steigt im allgemeinen mit sinken- 
dem pH-Wert und zeigt im Bereich von pH 4-8 zwischen 0 und 
50 "C eine S-formige pH-Abhangigkeit. So beobachteten wir, 
daR die Zersetzung des Komplexes 2b, den wir hauptsachlich 
einsetzten, bei pH 6.5 um den Faktor 3 schneller ist als bei 
pH 7.5 (wlBrige Phosphatpuffer, 20 "C) 

1 

H -L 
R 

/ 
-0 '-NHp 

2a, R = Et; 2b, R = iPr 

Br 

Daruher hinaus zeigten wir kurzlich, daR bei der siureindu- 
zierten homolytischen Spaltung von Organocobaltkomplexen 1 
in biologischen Systemen nicht nur freie Alkylradikale, sondern 
auch andere reaktive Spezies entstehen konnenLt3]. Bei p H  5 
fuhren die Komplexe i unter anaeroben Bedingungen zu Spal- 
tungen der R N A ;  dieser ProzeR wird unter aeroben Bedingun- 
gen und bei gleichzeitiger Gegenwart von Ascorbinsaure erheb- 
lich verstarkt. Offensichtlich katalysiert der Cohalt(i1)-Kom- 
plex, der bei der homolytischen Zersetzung von 1 entsteht, die 
Autoxidation der Ascorbinsaure und die Erzeugung reaktiver 
Sauerstoffspezies, die bekanntermanen Nucleinsauren spal- 
ten['41. Somit ist ein Alkylcobalt(nr)-Komplex mit einer dreizah- 
nigen Schiffschen Base als Ligand ein pH-ahhaiigiger Vorlaufer 
von Alkylradikalen und von reaktiven Sauerstoffspezies. 

Es liegt nun auf der Hand zu erwarten, daR diese Komplexe 
selektiv in Tumorzellen, deren pH-Wert niedriger ist als der von 
gesundem Gewebe, wirksam werden. Wir konnten anhand von 
In-vivo-Versuchen mit Guerin-Karzinom und Sarkom 45 in 
Ratten sowie Ascit-L1210-Leukamie und Sarkom 180 in Mau- 
sen unsere Annahme bestatigen. In den Tabellen l - 3 sind einige 
unserer Ergebnisse mit dem am besten untersuchten Korn- 
plex 2 b  zusammengefal3t. 

Eine direkte Antitumorwirkung ist bei Ascit-L1210-Leu- 
kamie (Tabelle 2, Beispiele 1-4) und bei Guerin-Karzinom er- 
kennbar. Im letzteren Fall ist die Erniedrigung des pH-Werts in 
den Turnorzellen um 0.90 2 0. I0 Einheiten durch eine Glucose- 
Infusion notwendig (Tabelle 1, Beispiele 1 -3). Die Effektivitat 
einer Thermotherapie durch lokales Erhitzen des Tumorgewe- 
bes auf 43 "C wird durch gleichzeitige Gabe von 2 b (41 "C/2 b) 
erhoht (Tabelle 1, Beispiele 8 und 9). Dies ist in Einklang damit, 
daB Erhitzen den pH-Wert senkt["]: In unseren Experimenten 
beobachteten wir im Guerin-Karzinom eine Verringerung des 
pH-Werts um 0.30 f 0.05 Einheiten. 2 b  selbst hat keinen we- 
sentlichen EinfluR auf die Senkung des pH-Werts durch Glucose 
oder Hitzeeinwirkung. Besonders hervorzuheben ist, dalj 2 b die 
Wirksamkeit anderer Krebstherapien wie der Chemotherapie 
mit cis-Diammindichloroplatin (cis-DDP; Beispiele 1, 4-7 in 
Fabelle 1 sowie Beispiele I ,  5, 6 und 7, 9. 10 in Tabelle 2) oder 
der Strahlentherapie (Tabelle 3) betrachtlich erhoht. Diese 
Chemo- und Radiosensibilitatssteigerung ermoglicht eine Ver- 
ringerung der Einnahmedosis bzw. der Strahlungsintensitlt um 
den Faktor 1.7-4 bei gleichbleibendem therapeutischem 
Nutzen. 

Gleiche Effekte, nur etwas schwacher ausgepragt, beobachte- 
ten wir mit dem saurebestlndigeren Komplex 2a.  

Fruhere Versuche zur Pharmakokinetik hatten gezeigt, dalj 
der Isopropylcobalt-Chelatkomplex 2 b trotz seiner hohen Labi- 

Tabelle I .  Antitumorwirkung von und SensibilitItssteigerung durch 2 b bei Ratten 
mil Guerin-Karzinom [a-c]. 

Nr. Behandlung [b] T G D  [T~ge] CR Heilungs- Uberlebens- ILS 
[%] rate [%.I spannc [Tagel [%.I 

1 - (Kontrolle) - 0 0  15.8 k 2.5 - 

2 2b, 40mg/kg 5.5 k1.0 0 0 19.5 rt 2.Cl 23 { 2b, 20;g/kg 
10.5 f l . O  40 35 22.5 & 3.4 42 

4 cis-DDP 3mg/kg 23.0 k 2 . 0  51 45 36.0 2.5 128 
5 1.5 mg,'kg 14.0 f 2.5 32 25 27.7 k 2.3 75 

19.0 i 2.0 47 40 32.7 f 3.0 107 

Glucose-Infusion 

i 2 b . 2 0 i y k g  

cis-DDP. 1.5 mglkg 
2b. 20 mgikg 

1.5 mg/kg 25.0 i 2.5 60 48 62.0 k 5.7 292 

Glucose-Infusion 

5.5 i l  0 0 0 19.6 f 3.0 24 
lokales Erhitzen. 
43 'C, 1 h 
2 b. 20 mglkg 

1 0 . 0 f 1 5  0 0 21.6 5 2.5 37 

[a] T G D  (tumor growth delay). zusltzlicher Zeitbedarf eines behandelten Tumors, 
urn iiiifein bestimmtes Volumen zu kommen: CR (complete regression): vollstiindi- 
ge Ruckbildung des Tumors, Heilungsrate: Anzahl der Tierr, die 120 Tage nach der 
vollstindigen Ruckbilduug noch am Leben waren; Uberlebensspanne: sie berieht 
sich nur auf die niclit geheilten Tiere: ILS (increase oflife span): verlingerte Lcbens- 
spanne (berieht sich ebenfalls nur auf die nicht geheilten Tiere). [b] 2h  wurde 
intraperitoneal (i.p.) 90 min vor dem Beginn der Glucose.Infusion und, oder der 
Gahe (i.p.) von cis-DDP injiziert bzw. 60 min vor dem Erhitzen. Glucose wurde iiber 
einen Zeitrauni von 60 inin intravenos (i.v.) injiziert (80 mg pro kg und mm, 20proz. 
Losung), [c] Alle Behandlungen wurden nach zwei Tagen einmal wiederholt. 

Tabelle 2. Antitumorwirkung von und Sensibilitiitssteigerung durch 2 b bei Miuaen 
mil Ascit-L1210-Leukiimie (EintrPge 1 -6)  [a, b] bzw. mit Sarkom 180 (Eintrige 
7- 10) [d] . 

Nr. Behandlung Heilungs- Uberlebens- ILS T G D  CR 
rate [%I spanne [Tagel [%I [Tagel [ " / . I  

1 - (Kontrolle) 
2 
3 2b, 100 mg/kg 
4 2b. 100mgikgx3 
5 

2b. 50 mg/kg x 2 

cis-DDP. 2.5 mg/kg x 2 [c] 

cis-DDP, 1.5 mg/kg 
7 - (Kontrolle) 
8 2b. 80 mg/kg 
9 cis-DDP, 5 mg/kg 
{zb, 60 y : k g  

cis-DDP, 2.5 mgikg 

9.0 f 0.2 - 

0 10.3 k 0.4 14 - 
0 10.5 f 0.3 17 - 
0 14.5 k 0.5 61 - 

- 

- 

25 13 .5k1 .5  50 . - 

28.5 13.3  0.3 45 - 

0 11.0 * 2.8 ~ - 0 
0 11.5 2 0.7 0 0.5 f 0.2 0 

25 15.3 k 2.7 40 3.0 f 0.5 28 

40 22.0 4 1.0 100 6.0 _+ 0.7 45 

[a] Vgl. die F u h o t e n  [a. b] in Tabelle 1. [b] Zwischen Behandlungswiederholungen 
lagen jeweils zwei Tagc. [c] Erhohte man auf eine dreimalige Behandlung, fuhrte 
dies meist zu todlichen Vergiftungen. [d] Vgl. die FuBnoten in Tahelle 1. 

TAbelle 3. Radiosensibilititssteigeruug durch 2b  bei Ratten mit Sarkom 45 [a. b]. 

Nr Behandlung CR [Yo] Heilungs- Uberlebens- ILS 
rate I%] spanne [Tage) ["/.I 

1 - (Kontrollc) 0 0 35.7 f 2.3 - 

2 l0Gy 10 10 54.7 i 5.1 53 

5 Zh, 20 mg/kg + 10 Gy 30 30 64.4 f 8.3 80 

3 15Gy 20 20 60.2 f 6.4 69 
4 20Gy 40 20 '74.0 & 5.4 107 

____- 

[A] Vgl. FuBnote [a] in Tabelle 1. [b] 2b wurde 60 min vor der Bestrahlung (190 kV. 
einmalige Dosis) i.p. injiziert. 
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litat zu einem gewissen Anteil intakt in die Tumorzellen ein- 
dringt. Das bestatigt wiederum unsere Auffassung von der Wir- 
kungsweise dieser Verbindung. 

Nach allen bisherigen Ergebnissen sehen wir die pH-abhangi- 
ge Erzeugung freier Radikale als einen vielversprechenden Weg 
in der Krebstherapie an und werden mit unseren Untersuchun- 
gen zur Antitumorwirkung und zu anderen biologischen Aktivi- 
taten der Komplexe vom Typ 1 fortfahren. 

Eingegangen am 20. Februar 1996 [Z 88421 

Stichworte: Antitumormittel - Cobaltverbindungen * Radikal- 
bildung 
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Nachweis stabiler Tm@C,,-Isomere ** 
Uwe Kirbach und Lothar Dunsch" 

Die Untersuchung der endohedralen Fullerenverbindungen 
ist seit der effizienten Fullerensynthese von Kratschmer und 
Huffman et al."' neben Versuchen zur chemischen Derivatisie- 
rung eine der Hauptrichtungen der derzeitigen Fullerenfor- 
schung"]. Der Einbau eines oder mehrerer Metallatome in das 
Innere des Kohlenstoffkafigs fiihrt zu einem Elektronentransfer 
vom Metallatoni zum Fulleren, wodurch sich ein stabiles Ionen- 
paar bildet. Durch die sterische Hinderung kann das Metallion 
das Fulleren weder verlassen noch mit anderen Verbindungen 
reagieren. Untersuchungen zum Elektronentransfer an derarti- 
gen gefangenen Metallkationen sind ein neues Arbeitsfeld der 
Elektrochemie, wobei die Elektroneniibertragung auf das Fulle- 
ren meist im Vordergrund steht. 

Wir haben zahlreiche endohedrale Fullerenderivate mit un- 
terschiedlichen Metallen hergestellt und durch Massenspektro- 
metrie, Cyclovoltammetrie, Ex-situ- und In-situ-ESR- sowie 
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UV-Vis-Spektroskopie ~harakterisiert '~]. Hierbei wurden Er- 
kenntnisse iiber die Zusamniensetzung der Fullerenextrakte, 
iiber das Redoxverhalten von leeren Fullerenen und endohedra- 
len Fullerenderivaten sowie iiber die paramagnetischen Zustan- 
de endohedraler Fullerenverbindungen in der Ex-situ- und 
In-situ-ESR-Spektroskopie gewonnen. Es wurden Scandium, 
Yttrium, Lanthan sowie die Lanthanoide Cer, Praseodymium, 
Samarium, Holmium, Thulium und Lutetium eingesetzt. Schon 
vor einiger Zeit gelang der massenspektrometrische Nachweis 
endohedraler Thuhmfullerene im RuBextrakti3]. 

Erstmals konnten nun drei stabile Tm@C,,-Isomere isoliert 
und charakterisiert werden. Die Isomerie kann von der unter- 
schiedlichen Anordnung der Funf- und Sechsringe im C,,-KBfig 
(neun Isomere nach Fowler und Manolopoulos[4]) oder von 
un terschiedlichen Positionen des Metallatoms im Fullerenkiifig 
herriihren. Die Isomere haben unterschiedliche Symmetrieele- 
mente und gehoren verschiedenen Punktgruppen an (Abb. 1 ) .  

Abb. 1. Die iieiin C,,-Isomere mil isolierten Funfringen nach Fowler und 
Manolopoulos [4]. 

Obwohl M@,C,,-Isomere (M = Sc, Y, La) ESR-spektrosko- 
pisch nachgewiesen worden waren[s,61, gelang es nur bei 
La@ C,, , zwei Isomere chromatographisch zu trennen"]. Diese 
unterscheiden sich stark in ihren elektronischen Eigenschaften 
und in ihrer Luftstabilitlt. Wegen der Stellungsisomerie des 
Lanthanions im C,,-Kafig liegen eine endohedrale und eine 
exohedrale Struktur vor[81. Dagegen weisen die drei Thulium- 
isomere bei sehr unterschiedlichen elektronischen Eigenschaften 
eine ihnliche Ldngzeitstabilitat auf. 

Der im Lichtbogen hergestellte Fullerenrurj und der daraus 
gewonnene Fullerenextrakt wurden mit Hochauflosungsmas- 
senspektrometrie untersucht, da  die Masseiiunterschiede zwi- 
schen Tm(q"C, und 13C'2C,-, (x = 82, 84, 90 usw.) auDerst 
gering sind. Das einfach gefiillte C,, war, wie bei fast allen 
bekannten endohedralen Fullerenverbindungen, am hiiufigsten 
vertreten. Dariiber hinaus wurden mit Tm(2C,,, Tm(bC,,,, 
Tm@C,,, Tm@C,,, Tm@C,,. Tm,(ujC,, und Tm,(u,C,, wei- 
tere Verbindungen gefunden. 

Nach HPLC-Trennung des Extraktes (in zwei Stufen an zwei 
Siulen mit unterschiedlichen stationiren Phasen) wurden drei 
Fraktionen mit Tm@C,, erhalten, deren Massenspektren den- 
selben Molekiilpeak mit nzjz & 1153 (theoretische Masse von 


