ZUSCHRIFTEN

a)
PhSCH,—N N—CH,SPh ——  LiCH,—N N—CH,Li
12 13 + 2 LiSPh 6
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Me,SiCH,—N N—CH,SiMe,
14

Schema 4. Synthese von N N'-Bis{trimethylsilylmethyY)piperazin: ay + 4 LiC, Hy/
—4C,,Hy b) + 4 Me, SiCly— 4 LiCl, - 2 Me,SiSPh.

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

Experimentelles

(Phenylthiomethyl)amine: Die Herstellung der (Phenylthiomethylamine erfolgte
nach bekannten Synthesemethoden [11]. Ta [14]. 7b [15], 7 [15], 7d [11]. 8 {16]. 9
[74} und 16 [17] wurden bereits beschricben.

Herstellung der (Lithiomethylhamine und Folgereaktionen: Zu ciner aus 694 mg
(100 mmol) Lithium-Granalien und 12.8 ¢ (100 mmol) Naphthalin in 150 mL THF
frisch hergesteliten Lithiumnaphthalin-Losung wurde bei — 78 *C eine auf gleiche
Temperatur vorgekithlte Ldsung von 50 mmol des jeweiligen (Phenylthiome-
thylJamins in 50 mLL THFE gegeben. Nach 10 min fligte man 17.1 g (100 mmol)
Chlor{dimethyl}phenylsilan (=7 a--7h) bzw. 12.7 g (100 mmol) Dichiordiphenylsi-
lan (—11) bzw. 10.8 g (100 mmol) Chlortrimethylsilan {— 14) hinzu. Nach Erwir-
men auf Raumtemperatur wurde wiiBrig aufgearbeitet. Nach Entfernen der leichter
fliichtigen Substanzen im Vakuum reinigte man den Rickstand durch Kugelrohrde-
stillation.
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Die pH-abhingige Erzeugung reaktiver Radikale —
neue Methoden zur Tumorbekiimpfung **

Mark Vol'pin®, Ilia Levitin* und Sergei Osinsky

Unserer Meinung nach ist es einer der besten Ansitze in der
Krebstherapie, unterschiedliche mikrophysiologische Eigen-
schaften von krankem und gesundem Gewebe zu nutzen. Insbe-
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 reduziert'™ . Das Ziel ist es nun,
Verbindungen zu entwerfen, die entweder bei Sdurekatalyse
Cytostatica im Tumorgewebe freisetzen oder pH-abhingige
Modulatoren bekannter Therapeutica sind*-®). Fiir den ersten
Ansatz wurden bereits einige Substanzen als geeignet vorge-
schlagen. Die Entwicklung dieser Methode haben Tietze et al.
zusammengefaBtl7- 81,

Wir schlagen nun bei der Suche nach pH-abhingigen Anti-
tumorwirkstoffen einen neuen Weg ein und wollen sdureemp-
findliche Vorldufer reaktiver Radikale einsetzen. Dieser Ansatz
griindet sich auf die in der Literatur vielfach beschriebene Tatsa-
che, daB} freie Radikale Biomolekiile schddigen und insbesonde-
re zu Spaltungen der Nucleinsduren fithren kdnnen (siche bei-
spielsweise Lit.!” 1)) Als Vorldufer reaktiver Radikale haben
wir Alkylcobalt(i)-Chelatkomplexe vom Typ 1 mit einer drei-
zihnigen Schiffschen Base als Ligand entwickelt™ ', Diese
Komplexe setzen bei Erniedrigung des pH-Werts Alkylradikale
frei [Gl. (a)]; die Bedingungen hierfiir sind sehr mild!'?!. Die

H*

RCo™.., — — R+ Co"... (a)
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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-Abhingigkeit. So beobachteten wir,
daB die Zersetzung des Komplexes 2b, den wir hauptsichlich
einsetzten, bei pH 6.5 um den Faktor 3 schneller ist als bei
pH 7.5 (wiBrige Phosphatpuffer, 20 °C).

[ 1.

HoC — CHo

CH4 / R

N ‘ _NR»,

H “Co?” Br

/R\ / o/ : \‘NHQ

C AN CH HaN
0 3 CHj
O/z - H2 /
L |
1 2a, R = Et; 2b, R = iPr

Dariiber hinaus zeigten wir kiirzlich, daB bei der sdureindu-
zierten homolytischen Spaltung von Organocobaltkomplexen 1
in biologischen Systemen nicht nur freie Alkylradikale, sondern
auch andere reaktive Spezies entstehen konnen!'*), Bei pH 3
flihren die Komplexe 1 unter anaeroben Bedingungen zu Spal-
tungen der RNA; dieser ProzeB3 wird unter aeroben Bedingun-
gen und bei gleichzeitiger Gegenwart von Ascorbinsdure erheb-
lich verstarkt. Offensichtlich katalysiert der Cobalt(m)-Kom-
plex, der bei der homolytischen Zersetzung von 1 entsteht, die
Autoxidation der Ascorbinsdure und die Erzeugung reaktiver
Sauerstoffspezies, die bekanntermallen Nucleinsduren spal-
ten**), Somit ist ein Alkylcobalt(ur)-Komplex mit einer dreizih-
nigen Schiffschen Base als Ligand ein pH-abhdngiger Vorldufer
von Alkylradikalen und von reaktiven Sauerstoffspezies.

Es liegt nun auf der Hand zu erwarten, daB3 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-Leukidmie und Sarkom 180 in Miu-
sen unsere Annahme bestitigen. In den Tabellen 1-3 sind einige
unserer Ergebnisse mit dem am besten untersuchten Kom-
plex 2b zusammengefaf3t.

Eine direkte Antitumorwirkung ist bei Ascit-1.1210-Leu-
kdmie (Tabelle 2, Beispiele 1-4) und bei Guerin-Karzinom er-
kennbar. Im letzteren Fall ist die Erniedrigung des pH-Werts in
den Tumorzellen um 0.90 + 0.10 Einheiten durch eine Glucose-
Infusion notwendig (Tabelle 1, Beispiele 1-3). Die Effektivitit
einer Thermotherapie durch lokales Erhitzen des Tumorgewe-
bes auf 43 °C wird durch gleichzeitige Gabe von 2b (41 °C/2b)
erhoht (Tabelle 1, Beispiele 8 und 9). Dies ist in Einklang damit,
daf} Erhitzen den pH-Wert senkt!!*): In unseren Experimenten
beobachteten wir im Guerin-Karzinom eine Verringerung des
pH-Werts um 0.30 + 0.05 Einheiten. 2b selbst hat keinen we-
sentlichen EinfluB} auf die Senkung des pH-Werts durch Glucose
oder Hitzeeinwirkung. Besonders hervorzuheben ist, daf3 2b die
Wirksamkeit anderer Krebstherapien wie der Chemotherapie
mit cis-Diammindichloroplatin (cis-DDP; Beispiele 1, 4—7 in
Tabelle 1 sowie Beispiele 1, 5, 6 und 7, 9, 10 in Tabelle 2) oder
der Strahlentherapie (Tabelle 3) betrdchtlich erhéht. Diese
Chemo- und Radiosensibilititssteigerung ermoglicht eine Ver-
ringerung der Einnahmedosis bzw. der Strahlungsintensitit um
den Faktor1.7-4 bei gleichbleibendem therapeutischem
Nutzen.

Gleiche Effekte, nur etwas schwiécher ausgeprigt, beobachte-
ten wir mit dem sdurebestdndigeren Komplex 2a.

Frithere Versuche zur Pharmakokinetik hatten gezeigt, dafl
der Isopropylcobalt-Chelatkomplex 2b trotz seiner hohen Labi-
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Tabelle 1. Antitumorwirkung von und Sensibilitidtssteigerung durch 2b bei Ratten
mit Guerin-Karzinom fa—cJ.

Nr.  Behandlung {b] TGD [Tage] CR  Heilungs- Uberlebens-  ILS

[%] rate [%] spannc [Tage] [%]

1 - (Kontrolle) - 0 0 158 £ 2.5 -

2 2b, 40 mg/kg 5.5+1.0 0 0 195 +£29 23
2b, 20 mg/kg

3 10.5 £1.0 40 35 225434 42
Glucose Infusion

3mg/kg 23.0+20 51 45 36.0 £ 2.5 128

dsDDP | & ake 140125 32 25 27.7 2.3 75
2b. 20 mg/kg

6 19.0+2.0 47 40 3274+ 3.0 107
cis- DDP 1.5 mg/kg
2b; 20 m&,/kg

7 <cis DDP 1.5mgkg 250+25 60 48 620 +57 292
Glucose Infusion
lokales Erhitzen.

3 43°C.1h 55410 0 0 19.6 +£ 3.0 24
2b, 20 mg/kg

+

9 Jokales Erhitzen, 10.0 £1.5 0 0 21.6 +2.5 37

41°C,1h

fa} TGD (tumor growth delay): zusitzlicher Zeitbedarf eines behandelten Tumors,
um auf ein bestimmtes Volumen zn kommen: CR {complete regression): vollstindi-
ge Riickbildung des Tumors; Heilungsrate: Anzahl der Tiere, die 120 Tage nach der
vollstindigen Riickbildung noch am Leben waren; Uberlebensspanne: sie bezieht
sich nur auf die nicht geheilten Tiere; ILS (increase of life span): verlingerte Lebens-
spanne (bezieht sich ebenfalls nur auf die nicht geheilten Tiere). [b] 2b wurde
intraperitoneal (i.p.) 90 min vor dem Beginn der Glucose-Infusion und/oder der
Gabe (i.p.) von cis-DDP injiziert bzw. 60 min vor dem Erhitzen. Glucose wurde iiber
einen Zeitraum von 60 min intravends (i.v.) injiziert (80 mg pro kg und min, 20proz.
Losung). [c] Alle Behandlungen wurden nach zwei Tagen einmal wiederholt.

Tabelle 2, Antitumorwirkung von und Sensibilitdtssteigerung durch 2b bei Miusen
mit Ascit-L1210-Leukidmie (Eintrdge 1 -6) [a, b] bzw. mit Sarkom 180 (Eintriige
7-10){d].

Nr. Behandlung Heilungs- Uberlebens- ILS  TGD CR

rate [%] spanne [Tage] [%] [Tage] [%]
1 — (Kontrolle) - 9.0+0.2 -
2 2b, 50 mg/kgx2 0 103+ 04 14 - -
3 2b, 100 mg/kg 0 10.5 + 0.3 17 -
4 2b, 100 mg/kgx 3 0 145405 61 - -
5 cis-DDP, 2.5 mg/kgx 2 [c] 25 135 +1.5 50 -
2b, 20 mg/kg
6 { + } x2 28.5 133403 45 - -
cis-DDP, 1.5 mg/kg
7 - (Kontroile) 0 11.0+28 - - 0
§ 2b, 80 mg/kg 0 115407 0 05+02 90
9 ¢is-DDP, 5 mg/kg 25 153 +2.7 40 30x05 28
2b, 60 mg/kg
10 { + 40 22.0 £1.0 100 6.0+0.7 45
cis-DDP, 2.5 mg/kg

[a] Vgl. die FuBnoten [a, b]in Tabelle 1. {b] Zwischen Behandlungswiederholungen
fagen jeweils zwei Tage. [c] Erhéhte man auf eine dreimalige Behandlung, fiihrte

dies meist zu todlichen Vergiftungen. [d] Vgl. die Fu3noten in Tabelle 1.

Tabelle 3. Radiosensibilitdtssteigerung durch 2b bei Ratten mit Sarkom 45 {a, b].

© VCH Verlugsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996

Nr.  Behandlung CR [%] Heilungs- Uberlebens- ILS

rate {%o} spanne {Tage} {%]
1 — (Kontrolle) 0 0 357+23 -
2 10 Gy 10 10 547+ 5.1 53
3 15 Gy 20 20 60.2 + 64 69
4 20 Gy 40 20 740+ 5.4 107
5 2h 20mgkg +10Gy 30 30 644+ 83 80

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

Nach allen bisherigen Ergebnissen sehen wir die pH-abhingi-
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-
titen der Komplexe vom Typ 1 fortfahren.

Eingegangen am 20. Februar 1996 [Z 8842]
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bildung
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Nachweis stabiler Tm@Cg,-Isomere **
Uwe Kirbach und Lothar Dunsch*

Die Untersuchung der endohedralen Fullerenverbindungen
ist seit der effizienten Fullerensynthese von Kritschmer und
Huffman et al.t*? neben Versuchen zur chemischen Derivatisie-
rung eine der Hauptrichtungen der derzeitigen Fullerenfor-
schung'®!. Der Einbau eines oder mehrerer Metallatome in das
Innere des Kohlenstoffkafigs fithrt zu einem Elektronentransfer
vom Metallatom 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 charakterisiert!®. Hierbei wurden Er-
kenntnisse iiber die Zusammenseizung der Fullerenextrakte,
liber das Redoxverhalten von leeren Fullerenen und endohedra-
len Fullerenderivaten sowie iber die paramagnetischen Zustin-
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 Thuliumfullerene im RuRextrakt!*

Erstmals konnten nun drei stabile Tm@ Cgy,-Isomere isoliert
und charakterisiert werden. Die Isomerie kann von der unter-
schiedlichen Anordnung der Fiinf- und Sechsringe im Cg,-Kifig
(neun Isomere nach Fowler und Manolopoulos!*) oder von
unterschiedlichen Positionen des Metallatoms im Fullerenkéfig
herrithren. Die Isomere haben unterschiedliche Symmetrieele-
mente und gehdren verschiedenen Punktgruppen an (Abb. 1).

Abb. 1. Die neun Cgy,-Isomere mit isolierten Filnfringen nach Fowler und
Manolopoulos [4].

Obwohl M@ Cg,-Isomere (M = Sc, Y, La) ESR-spektrosko-
pisch nachgewiesen worden waren!® ® gelang es nur bei
La(@Cy,, zwei Isomere chromatographisch zu trennen!”. Diese
unterscheiden sich stark in ihren elektronischen Eigenschaften
und in ihrer Luftstabilitit. Wegen der Stellungsisomerie des
Lanthanions im Cg4,-Kifig liegen eine endohedrale und eine
exohedrale Struktur vor!™®., Dagegen weisen die drei Thulium-
isomere bei sehr unterschiedlichen elektronischen Eigenschaften
eine dhnliche Langzeitstabilitdt auf.

Der im Lichtbogen hergestellte Fullerenru8 und der daraus
gewonnene Fullerenextrakt wurden mit Hochauflosungsmas-
senspektrometrie untersucht, da die Massenunterschiede zwi-
schen Tm@"'*C, und '3C**C,_, (x = 82, 84, 90 usw.) duBerst
gering sind. Das einfach gefiillte Cy, war, wie bei fast allen
bekannten endohedralen Fullerenverbindungen, am haufigsten
vertreten. Darliber hinaus wurden mit Tm@Cg,, Tm@C,,,
Tm@C,,, Tn@C,,, Tm@C,ye, Tm,@Cyy und Tm,@Cy, wei-
tere Verbindungen gefunden.

Nach HPLC-Trennung des Extraktes (in zwei Stufen an zwei
Sdulen mit unterschiedlichen stationdren Phasen) wurden drei
Fraktionen mit Tm@C,, erhalten, deren Massenspektren den-
selben Molekillpeak mit m/z = 1153 (theoretische Masse von
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