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Die kombinatorische Synthese von Substanzbibliotheken
an der festen Phase ist eine Schl¸sseltechnologie zur Auf-
findung von Protein-Liganden und -Inhibitoren, insbesondere
bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe und chemischer Werk-
zeuge f¸r das Studium biologischer Prozesse. Um bei diesem
Prozess eine hohe Effizienz zu erreichen, sind wirkungsvolle
Strategien f¸r das Design von Substanzbibliotheken von
grˆ˚ter Bedeutung. In dieser Arbeit beschreiben wir einen
strukturbasierten Ansatz zur Lˆsung dieses fundamentalen
Problems. Das grundlegende Prinzip dieses Ansatzes ist, das
strukturelle Grundger¸st biologisch aktiver Naturstoffe, die
von der Evolution f¸r die Bindung an bestimmte Proteindo-
m‰nen selektioniert wurden, als Basis f¸r die Entwicklung
von Substanzbibliotheken zu verwenden. Dar¸ber hinaus
belegen wir, dass die zentrale Herausforderung f¸r diesen
Ansatz, die vielstufige Synthese von Naturstoffen und ihrer
Analoga an der festen Phase, erfolgreich bew‰ltigt werden
kann.

Proteine kˆnnen als modular aufgebaute Biomolek¸le
betrachtet werden, die aus individuellen Dom‰nen als Grund-
bausteinen zusammengesetzt sind. Dabei scheint die Gesamt-
zahl aller verf¸gbarer Proteindom‰nen eingeschr‰nkt zu
sein.[1] Es ist daher zu erwarten, dass in neu entdeckten
Proteinen mit stark variierenden Funktionen und Aktivit‰ten
die gleichen oder strukturell nah verwandte Dom‰nen in
verschiedenen Kombinationen und Zusammensetzungen als

[17] D. Berndorff, R. Gessner, B. Kreft, N. Schnoy, A. M. Lajous-Petter, N.
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L, G), 7.61 (d, 1H; NH, GalNAc, J� 8.6 Hz), 7.14 ± 7.26 (m, 15H; Trt),
6.85 (d, 1H; NH-Urethan, L, J� 7.43 Hz), 5.28 (s, 1H; H-4�), 5.00 (dd,
1H; H-3�, JH3,H4� 2.74, JH3,H2� 11.74 Hz), 4.85 (d, 1H; H-1�, JH1,H2�
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(m, 2H; L�), 1.36 (s, 9H; 3�CH3, Boc), 1.33 (s, 9H; 3�CH3, tBu),
1.33 ± 1.42 (m, 5H; 2�L�, I�), 1.11 ± 1.18 (m, 10H; 3�A�, I�), 0.79 ±
0.86 (m, 18H; 4�L�, I�, I�); 13C-NMR (100.6 MHz, [D6]DMSO,
Breitband, DEPT): �� 172.86, 172.69, 172.18, 172.11, 172.02, 171.53,
170.39, 170.19, 170.04, 169.97, 169.91, 169.71, 169.34, 169.05, 168.22,
168.11, 156.03 (C�O), 145.00 (Cipso, Trt), 128.61 (Cpara, Trt), 127.54
(Cortho, Trt), 126.41 (Cmeta, Trt), 97.29 (C-1�), 80.39 (Cquart , Boc), 78.34
(Cquart , tBu), 69.37 (Cquart , Trt), 67.51 (C-3�), 66.96 (S�), 66.83 (C-4�),
65.92 (C-5�), 61.14 (C-6�), 56.04 (I�), 52.66, 52.39, 52.20 (2�L�, S�),
50.87, 49.28, 48.08, 47.95, 47.59, 46.57 (D�, Q�, 3�A�, C-2�), 41.61 (G�),
40.37, 40.22 (2�L�), 36.92 (D�), 36.08 (I�), 32.39 (Q�), 27.89 (3�CH3,
Boc), 27.66 (Q�), 27.37 (3�CH3, tBu), 24.46 (I�), 23.94, 23.82 (2�L�),
22.69, 22.33, 21.21, 20.22 (4�CH3, Acetyl), 20.18, 20.13 (4�L�),
18.05, 17.67, 17.38 (3�A�), 15.24 (I�), 11.08 (I�); MALDI-TOF-MS
(cca-Matrix, Positiv-Ionen-Modus): m/z : 1709.3 [M�Na]� , 1725.2
[M�K]� , 1731.3 [M�2Na]� .
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struktur- und funktionsbestimmende Einheiten wiederholt
werden. Von entscheidender Bedeutung f¸r die Entdeckung
neuer Liganden und Inhibitoren f¸r bekannte und insbeson-
dere f¸r neu entdeckte Proteine ist die Identifizierung von
Substanzklassen, die bereits als spezifische Liganden von
Proteindom‰nen biologisch validiert sind. Diese Substanz-
klassen kˆnnen dann als Startpunkte im Strukturraum zur
Entwicklung von Bibliotheken dienen. Bibliotheken, die um
die Grundstruktur solcher Substanzen entworfen und syn-
thetisiert werden, sollten Modulatoren der Proteinaktivit‰t
mit hoher Trefferquote hervorbringen. Dar¸ber hinaus sollten
sie Modulatoren von Proteinen mit variierender Funktion,
Aktivit‰t und Ursprung liefern, die gleiche oder sehr ‰hnliche
Dom‰nen enthalten. Innerhalb einer Gruppe verwandter
Proteindom‰nen ist die individuelle Aminos‰uresequenz und
die damit verbundene detaillierte Struktur, die oft die Basis
f¸r die selektive Inhibition des Proteins ist (z.B. in den ATP-
Bindungsstellen von Proteinkinasen), normalerweise unter-
schiedlich. Es ist daher von zentraler Bedeutung, dass eine
vorgegebene Struktur nicht in jedemDetail aufgebaut werden
muss. Vielmehr muss das strukturelle Grundger¸st f¸r die
individuellen Mitglieder einer Substanzbibliothek erhalten
bleiben, und die Konfiguration sowie die funktionellen
Gruppen m¸ssen variiert werden, um Selektivit‰t zwischen
verwandten Proteinen zu erreichen.

Biologisch aktive Naturstoffe kˆnnen als strukturelle Ein-
heiten betrachtet werden, die von der Evolution f¸r die
Bindung an bestimmte Proteindom‰nen selektioniert wurden.
Sie sind damit bereits biologisch validiert, und die ihnen
zugrunde liegende strukturelle Architektur sollte ein wirk-
sames Leitprinzip f¸r die Synthese von Substanzbibliotheken
sein. Dieses strukturbasierte Konzept unterscheidet sich in
seiner grundlegenden Argumentation von verwandten An-
s‰tzen,[2] die sich auf die Erzeugung chemischer Diversit‰t
konzentrieren. Unser Konzept vernachl‰ssigt diesen Ge-
sichtspunkt jedoch nicht, sondern ist auf der Diversit‰t der
Natur selbst aufgebaut.

Voraussetzung f¸r den Erfolg dieses Ansatzes ist, dass
effiziente, verl‰ssliche Methoden und vielstufige Sequenzen
f¸r die Totalsynthese von Naturstoffen und deren Analoga an
der festen Phase verf¸gbar sind. Die entsprechenden Umset-
zungen m¸ssen ‰hnlich robust und selektiv wie verwandte
Umsetzungen in Lˆsung ablaufen, unabh‰ngig von den
Einschr‰nkungen und unterschiedlichen Anforderungen, die
durch die Ankergruppe und den festen Tr‰ger vorgegeben
werden. In einigen F‰llen ist die strukturelle Variation von
Naturstoffen mit Festphasenmethoden gelungen,[3] meistens
durch Modifikationen einer zuvor in Lˆsung erzeugten
Grundstruktur w‰hrend der letzten Synthesestufen. Die
Totalsynthese eines Naturstoffs und seiner Derivate ¸ber
eine lange vielstufige Sequenz (d.h. zehn Stufen und mehr) an
der festen Phase war bisher nur in einem einzigen Fall
erfolgreich.[3, 4] Hier beschreiben wir die Festphasensynthese
von Analoga des Protein-Phosphatase-Inhibitors Dysidiolid,
die schnell zu Verbindungen mit signifikant erhˆhter bio-
logischer Aktivit‰t f¸hrte.

Das Sesterterpen Dysidiolid 1 (Schema 1) war der erste
nat¸rlich vorkommende Inhibitor der dual-spezifischen
Cdc25-Protein-Phosphatasen, die wichtige Funktionen bei
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Schema 1. Retrosynthese von Dysidiolid und Strategie zur Festphasen-
synthese unter Verwendung eines Olefin-Metathese-Linkers.

der Regulation des Zellzyklus erf¸llen.[5] Wegen dieser
Eigenschaft und der damit verbundenen Antitumoraktivit‰t
ist dieser Naturstoff f¸r Chemiker, Biologen und Pharmako-
logen von gro˚em Interesse.[6]

F¸r die geplante Festphasensynthese beabsichtigten wir,
die olefinische Seitenkette an einen robusten Anker zu
kuppeln, der die endst‰ndige Alkenstruktur nach Abspaltung
von der festen Phase unter milden Bedingungen spurlos
freisetzt. Der in 2 enthaltene neue Olefin-Metathese-Anker
sollte diese Anforderungen erf¸llen. Es war geplant, die �-
Hydroxybutenolid-Einheit durch Addition von 3-Lithiofuran
an einen entsprechenden Aldehyd und nachfolgende Oxida-
tion des Heterocyclus mit Singulett-Sauerstoff aufzubauen
(Schema 1). Die bicyclische Grundstruktur von 1 sollte durch
eine Diels-Alder-Strategie erhalten werden, die bereits von
uns erprobt[7] (2� 3) und von verschiedenen Arbeitsgruppen
erfolgreich bei der Totalsynthese von nat¸rlichem Dysidiolid
in Lˆsung angewendet wurde.[6b±e] In unseren Arbeiten zeigte
sich, dass die Cycloaddition zun‰chst zu demGrundger¸st des
6-Epimers von 1 f¸hrt. Dies wurde von uns jedoch bewusst in
Kauf genommen, da es nach dem oben dargestellten Konzept
nicht notwendig ist, jedes strukturelle Detail eines Naturstoffs
nachzubauen. Es war geplant, ausgehend von dem kommer-
ziell erh‰ltlichen chiralen Ketoester 4 das Dien f¸r die Diels-
Alder-Reaktion in Lˆsung zu synthetisieren. Das Dien sollte
dann in einer konvergenten Strategie durch eine Wittig-
Reaktion an das Ankerharz 5 gekuppelt werden (3� 4� 5).
Der Anker 8 wurde durch Reaktion von Dihydropyranon 6

mit in situ erzeugtem Diallylzink in Gegenwart von Trime-
thylsilylchlorid (TMSCl), nachfolgende Reduktion des Lac-
tons 7 mit LiAlH4 und Mono-Sch¸tzung des erhaltenen Diols
synthetisiert (Schema 2A). Die Blockierung einer Hydroxy-
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Schema 2. A) Synthese des Linkers und Kupplung an das Harz. a) Allyl-
magnesiumbromid, ZnBr2, TMSCl, THF, �78 �C, 6 h, 52%; b) LiAlH4,
THF, RT, 1 h, 97%; c) 3,4-Dihydropyran, Dowex50WX2, Toluol, RT, 3 h,
95%; d) NaH, nBu4NI, Merrifield-Cl-Harz (1.1 mmolg�1), DMF, RT, 18 h;
e) Pyridinium-p-toluolsulfonat, EtOH,Dichlorethan,�, 18 h; f) IBX, THF/
DMSO 1:1, RT, 8 h; 90% (drei Stufen). B) Synthese des Diens. a) LiAlH4,
THF, 0 �C, 30 min, 100%; b) TBDPSCl, Dimethylaminopyridin, Et3N,
Dichlormethan, RT, 17 h, 80%; c) PCC, Dichlormethan, RT, 4 h, 94%;
d) Vinylmagnesiumbromid, THF, RT, 5 h; e) BF3 ¥OEt2, Benzol/THF 4:1,
�, 43% (d ± e); f) nBu4NF, THF, RT, 3 h, 95%; g) I2, Imidazol, PPh3,
Dichlormethan, RT, 1 h, 85%.

gruppe mit 3,4-Dihydropyran war notwendig, um Kreuz-
reaktionen bei der anschlie˚enden Kupplung des Ankers an
Merrifield-Harz durch Veretherung zu verhindern. Nach
Entsch¸tzung und anschlie˚ender Oxidation der Hydroxy-
gruppe wurde das aktive Ankerharz 5 mit hoher Ausbeute
und einer Beladung von bis zu 1.1 mmolg�1 erhalten (90%, 3
Stufen an der festen Phase).

Das Dien wurde ausgehend von dem kommerziell erh‰lt-
lichen chiralen Ketoester 4 in Lˆsung synthetisiert. Nach
Reduktion mit LiAlH4 zum Diol wurde die prim‰re Hydro-
xygruppe mit tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPSCl) ge-
sch¸tzt und der sekund‰re Alkohol mit Pyridiniumchloro-
chromat (PCC) oxidiert, wobei das Keton 9 in hoher Aus-
beute entstand (Schema 2B). Addition von Vinylmagnesium-
chlorid an die Carbonylgruppe ergab den entsprechenden
terti‰ren Alkohol, der sich durch Lewis-S‰ure-katalysierte
Eliminierung von Wasser in das Dien 10 ¸berf¸hren lie˚.
Nach Abspaltung der Schutzgruppe wurde aus dem Alkohol
das Alkyliodid 11 erhalten, das als Vorstufe f¸r die anschlie-
˚ende Wittig-Reaktion diente.

In einem zweistufigen Eintopf-Verfahren wurde 11 zu-
n‰chst mit dem durch Deprotonierung von EtPPh3I erhalte-

nen Ylid umgesetzt, wobei durch nucleophile Substitution ein
sekund‰res Phosphonium-Salz entstand. Dieses wurde mit
einem zweiten æquivalent Base deprotoniert, und schlie˚lich
wurde das Aldehyd-Harz 5 zugegeben (Schema 3). Anschlie-
˚end wurde das erhaltene Dien-Harz 3 mit dem chiralen
unges‰ttigten Acetal 12[8] in einer Lewis-S‰ure-katalysierten
Diels-Alder-Reaktion bei �78 �C umgesetzt. Die bicyclische
Grundstruktur des Zielmolek¸ls entstand dabei mit hoher
Diastereoselektivit‰t (endo :exo-Verh‰ltnis 91:9; Verh‰ltnis
der endo-Isomere 95:5; endo :endo�:exo :exo� 87:4:8.9:0.1, be-
stimmt durch 1H-NMR-Spektroskopie nach Hydrolyse der
Acetale und Abspaltung der erhaltenen Aldehyde von der
festen Phase durch Olefin-Metathese). Struktur und Kon-
figuration wurden durch Vergleich mit Literaturdaten be-
stimmt.[6d, 7]
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toluolsulfonat, THF, 1% H2O, �, 16 h; f) 3-Bromfuran, nBuLi, THF,
�78 �C, 5 h; g) O2, EtiPr2N, Bengalrosa, h�, Dichlormethan, �78 �C, 5 h,
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Nach der Hydrolyse des Acetals wurde die Kohlenstoff-
kette von 13 durch Wittig-Reaktion mit Ph3PCH2OMeCl und
anschlie˚ende Hydrolyse des Methylenolethers unter Bildung
von 14 verl‰ngert. Die nucleophile Addition von 3-Lithiofu-
ran an 14 ergab ein 2:1-Gemisch der epimeren Alkohole 15
(bestimmt durch GC-MS).

Die Furan-Einheit wurde in Gegenwart von H¸nig-Base
mit Singulett-Sauerstoff zur �-Hydroxybutenolid-Einheit oxi-
diert. Schlie˚lich gelang die Abspaltung der Syntheseproduk-
te vom polymeren Tr‰ger unter sehr milden Bedingungen
durch Olefin-Metathese mit dem Grubbs-Katalysator.[9]

6-epi-Dysidiolid 16 und vier weitere Diastereomere konn-
ten durch Flash-Chromatographie gereinigt und durch semi-
pr‰parative HPLC an SiO2 getrennt werden (98% n-Hexan,
2% 2-Propanol). Die analytischen Daten (1H-NMR, 1H-1H-
COSY, IR, HR-MS) best‰tigen die in Schema 1 gezeigte
Struktur und sind analog zu den Daten, die f¸r den Naturstoff
bestimmt wurden.

Die Synthesesequenz von der Anbindung von 8 an die feste
Phase bis zur Ablˆsung von 16 umfasst insgesamt elf
chemische Schritte und macht das gew¸nschte Naturstoffde-
rivat mit einer Gesamtausbeute von 14%, d.h. mit einer
durchschnittlichen Ausbeute von 84% pro Stufe, zug‰nglich.
Von einemGrammHarz mit einer Beladung von 1.1 mmolg�1

kˆnnen so bis zu 48 mg des gew¸nschten Produkts erhalten
werden.

Mit der entwickelten Synthesestrategie wurde ausgehend
von den intermedi‰r gebildeten Aldehyden 13 und 14 eine
kleine Bibliothek von sieben Analoga synthetisiert. So wurde
17 (Schema 4) mit einer k¸rzeren Kohlenstoffkette durch
Addition von 3-Lithiofuran an 13 und anschlie˚ende Oxida-
tion des Furanrings hergestellt. 18 und 19 wurden durch
Oxidation der sekund‰ren Alkohole 16 bzw. 17 mit o-
Iodoxybenzoes‰ure (IBX) nach Abspaltung von der festen
Phase erhalten. Die Synthese von 20 und 21 gelang durch
Wittig-Reaktion von 13 bzw. 14 mit dem aus 3-Furylmethyl-
triphenylphosphoniumbromid gebildeten Ylid und nachfol-
gende Oxidation mit Singulett-Sauerstoff. 22 und 23 wurden
durch Addition von 3-Furylmethylmagnesiumbromid an die
Carbonylgruppe und anschlie˚ende Oxidation des aromati-
schen Rings erhalten. Die Gesamtausbeuten bei den Syn-
thesen von 17 ± 23 betrugen 6 ± 27%.

Diese Ergebnisse zeigen, dass vielstufige Totalsynthesen
von Naturstoffen und Analoga an der festen Phase prinzipiell
durchf¸hrbar sind. Die Umsetzungen, die in den oben
beschriebenen Synthesen angewendet wurden, umfassen eine
breite Palette von g‰ngigen Reaktionen, z.B. die asymmet-
rische Diels-Alder-Cycloaddition unter Verwendung einer
chiralen Hilfsgruppe, verschiedene metallorganische Reak-
tionen, Olefinierungsreaktionen, verschiedene Oxidationsre-
aktionen, die saure Hydrolyse von Acetalen und Enolethern
und die nucleophile Substitution.

Um zu pr¸fen, ob die Festphasensynthese mit hoher
Trefferquote biologisch aktive Naturstoffanaloga geliefert
hatte, wurden 16 ± 23 als Inhibitoren der Protein-Phosphatase
Cdc25C und in zellul‰ren Cytotoxizit‰tstests untersucht. Von
der Cdc25-Phosphatase-Familie wurde Cdc25C ausgew‰hlt, da
16 bereits als Inhibitor von Cdc25A und Cdc25B untersucht
wurde und damit ein Vergleich der Daten mˆglich wird.[10]
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Die in Tabelle 1 zusammengefassten Ergebnisse des Phos-
phatase-Assays zeigen, dass alle Dysidiolid-Analoga Cdc25C
im niedrigen mikromolaren Bereich mit einem um den Faktor
20 variierenden IC50-Wert inhibieren. Der IC50-Wert von
5.1 �� f¸r die Inhibition von Cdc25C durch 16 ist erheblich
niedriger als der f¸r Cdc25A (13 ��) und Cdc25B (18 ��).
Dar¸ber hinaus weist die aktivste Verbindung in diesem
Enzymtest, 18, einen IC50-Wert im hohen nanomolaren
Bereich auf (800 n�) und ist 6.4 mal aktiver als 16. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Selektivit‰t zwischen
den verschiedenen Phosphatasetypen, insbesondere zwischen
den drei Mitgliedern der Cdc25-Familie, durch Dysidiolid-
Analoga und davon abgeleitete Verbindungen erreicht wer-
den kann. Die Daten zeigen au˚erdem, dass starke Ver‰n-
derungen bestimmter struktureller Details des Naturstoffs
toleriert und Inhibitoren mit signifikant gesteigerter Wirk-
samkeit erhalten werden kˆnnen. So f¸hrt der Ersatz der
Hydroxyethyl-Br¸cke zwischen dem anellierten Ringsystem
des Grundger¸sts und der Hydroxybutenolid-Einheit in 16
durch eine unges‰ttigte C3-Einheit (siehe 21) oder Einf¸hrung
einer Keto-Funktion (siehe 18 und 19) zu wirksameren
Inhibitoren von Cdc25C.

Die synthetischen Dysidiolid-Analoga zeigten erhebliche
und variierende biologische Aktivit‰t in einem Cytotoxizi-
t‰tstest[11] an der Dickdarmkrebs-Zelllinie SW480 (Tabelle 1).
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Fortschritte beim Design und bei der Synthese supramole-
kularer anorganischer Strukturen mit neuartigen Eigenschaf-
ten erˆffnen faszinierende Perspektiven.[1] So haben wir
bereits ¸ber die templatvermittelte Selbstorganisation be-
richtet, die ausgehend von Dialkylketipinaten H2L1 zu drei-
gliedrigen Kupfercoronaten 1 und Metallasandwichkomple-
xen 2 f¸hrt (Schema 1).[2] In diesen Komplexen werden die
Alkali- oder Erdalkalimetallionen von den inneren Carbo-
nylsauerstoffatomen koordiniert.

Vier von acht untersuchten Verbindungen wiesen IC50-
Werte im sehr niedrigen mikromolaren Bereich und Anti-
tumoraktivit‰t auf. In diesem zellul‰ren Test war 17 mit einer
verk¸rzten Kohlenstoffkette die aktivste Verbindung. Dage-
gen waren 18 und 19, die die niedrigsten IC50-Werte im
Phosphatase-Assay gezeigt hatten, sowie 22 und 23, bei denen
die Hydroxygruppe zwischen der Hydroxybutenolid-Gruppe
und dem Grundger¸st von Dysidiolid an unterschiedlicher
Stelle steht, wesentlich weniger aktiv.

Dieser Trend konnte ebenso bei Cytotoxizit‰tstests von 18
und 19 sowie von 16 mit der Dickdarmkrebs-Zelllinie
HCT116, der Prostatakrebs-Zelllinie PC3 und der Brust-
krebs-Zelllinie MDA-MB231 beobachtet werden. 18 und 19
waren wieder wesentlich weniger aktiv als 16, das die
Zellproliferation in allen drei F‰llen mit IC50-Werten im sehr
niedrigen mikromolaren Bereich inhibiert.

Diese Ergebnisse belegen, dass die kleine Bibliothek von
Naturstoffanaloga bereits potente Verbindungen mit signifi-
kant unterschiedlicher biologischer In-vitro- und In-vivo-
Aktivit‰t enth‰lt. Die Beobachtung, dass die Reihenfolge der
IC50-Werte, die durch den Enzym-Assay bestimmt wurden,
nicht notwendigerweise mit dem Ergebnis des zellul‰ren
Assays korrelieren, ist nicht ungewˆhnlich.
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Tabelle 1. Ergebnisse der Inhibition von Cdc25C und der Cytotoxizit‰ts-
tests mit den Dickdarmtumor-Zelllinien SW480 und HCT116, der Pro-
statakrebs-Zelllinie PC3 und der Brustkrebs-Zelllinie MDA-MB231.

Verbindung Cdc25C[a] SW480[b] HCT116[c] PC3[c] MDA-MB231[c]

IC50 [��] IC50 [��] IC50 [��] IC50 [��] IC50 [��]

16 5.1 4 1.2 1 1.6
17 16 1
18 0.8 � 33 15 � 20 � 10
19 1.5 20 11 13 � 10
20 6.8 4
21 2.4 2
22 6.1 � 33
23 9 � 33

[a] F¸r den Phosphatasetest wurden 5 �L einer Inhibitorlˆsung in DMSO
zu einer Lˆsung von 0.2 �g rekombinantem Cdc25C-Protein in 85 �L
Puffer gegeben (50 m� TRIS-HCl, pH 8.0, 100 m� NaCl, 1 m� Dithio-
threit, 1 m� EDTA und 10% DMSO). Nach 30 min Inkubation bei 30 �C
wurde das Substrat Fluoresceindiphosphat bis zu einer Endkonzentration
von 1 �� zugegeben. Die Platten wurden nach einer Reaktionszeit von
30 min bei 485/535 nm (ex./em.) gemessen. Orthovanadat (IC50� 0.1 ��)
wurde als Referenz verwendet. [b] Die Zellen wurden mit den Substanzen
bei Konzentrationen von 1.2 ± 100 �� drei Tage inkubiert. Die Menge der
¸berlebenden Zellen wurde mit Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid be-
stimmt. Lebende Zellen reduzieren die Tetrazolium-Einheit durch eine
mitochondriale Dehydrogenase von einem anfangs gelblichen zu einem tief
violetten Farbstoff, der bei 570 nm gemessen wird. [c] Die Assays wurden
mit einem CytoTox-96-Cytotoxicity-Assay-Kit der Promega Corporation,
USA, durchgef¸hrt. In einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit flachem Boden
wurden 3000 Zellen pro Loch mit den Verbindungen bei Konzentrationen
von 0.033 ± 10 �� drei Tage inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die
zellul‰re Lactat-Dehydrogenase-Aktivit‰t gemessen, die quantitativ die
Anzahl der lebenden Zellen widerspiegelt.


