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Trotz beachtlicher Fortschritte in der modernen Chemothe-
rapie von Tumoren herrscht nach wie vor ein großer Bedarf
an innovativen Antitumorwirkstoffen (Zytostatika). Dies
bewirkt ein immenses Interesse an neuen Strategien und
Konzepten in der Entwicklung von Zytostatika.

Die meisten der heute verwendeten Arzneistoffe sind rein
organische Verbindungen. Stimuliert durch den enormen
Erfolg der anorganischen Verbindung Cisplatin in der Tu-
mortherapie ist jedoch in den letzten Jahren das Interesse an
Metallkomplexen stetig gestiegen.[1–5] Die Bioorganometall-
chemie ist ein aufstrebendes Forschungsfeld der medizini-
schen Chemie, das sich das ehrgeizige Ziel gesteckt hat, das
therapeutische Potenzial metallorganischer Substanzen zu
erkunden.[6–9] Als Konsequenz unterschiedlicher Koordinati-
onsgeometrien, chemischer Eigenschaften und Reaktivit�ten
bieten Metallkomplexe ein breites Spektrum an funktionellen
Gruppen, die in der Wirkstoffentwicklung nahezu unerforscht
sind.

Eine solche funktionelle Gruppe, f�r die vielverspre-
chende Ergebnisse hinsichtlich einer medizinischen Anwen-
dung beschrieben wurden, ist das an Alkine koordinierte
Hexacarbonyldicobalt-Fragment Co2(CO)6.

[10] So fanden
Co2(CO)6-Derivate von Antiepileptika (z.B. Carbamazepin)
als Diagnostika im Metallcarbonylimmunassay (carbonyl
metallo immuno assay, CMIA) Verwendung, und Komplexe
mit Fructopyranose-, Nucleosid- oder Neuropeptidliganden
zeigten vielversprechende biologische Aktivit�ten.[11–14]

Wir identifizierten Alkin-Hexacarbonyldicobalt-Kom-
plexe als stark zellwachstumshemmende Spezies.[15] Interes-
santerweise hing die antiproliferative Aktivit�t der Verbin-
dungen stark von der chemischen Struktur des jeweiligen
Alkinliganden ab. Mehrere schwach aktive oder inaktive
Komplexe verdeutlichten ferner, dass der Cobaltcluster keine
unspezifischen toxischen Effekte hervorruft. In den folgen-
den Untersuchungen kristallisierte sich der Co2(CO)6-Kom-
plex eines Prop-2-inyl-2-acetoxybenzoat-Liganden (Co-ASS),
der wiederum ein Derivat von Aspirin (o-Acetylsalicyls�ure,
ASS) ist, als Leitstruktur f�r diese neue Klasse antiprolife-
rativer Wirkstoffe heraus.

Erste Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus dieser
Verbindung wiesen auf eine Hemmung der Cyclooxygenase-
Enzyme COX-1 und COX-2 hin: Co-ASS hemmte die iso-
lierten Enzyme COX-1 und COX-2 st�rker als die Stamm-
verbindung Aspirin. Eine bevorzugte Hemmung von COX-1,
wie durch Aspirin, konnte bei dem Metallkomplex, der beide
Isoenzyme etwa gleich stark hemmte, nicht beobachtet
werden.[16] Weitere Untersuchungen an humanen Blutpl�tt-
chen best�tigten die Wirkung von Co-ASS an COX-1. Inter-
essanterweise konnte aber keine Hemmung des verwandten
Enzyms 12-LOX festgestellt werden.[12]

Aspirin z�hlt zur Gruppe der nichtsteroidalen Antirheu-
matika (NSAR), deren pharmakologische Effekte (analge-
tisch, antipyretisch und antiphlogistisch) auf der Hemmung
von Cyclooxygenase-Enzymen beruhen. NSAR haben auch
als neuartige Zytostatika Bedeutung gewonnen, zumal klini-
sche Studien einen positiven Effekt f�r Krebspatienten be-
legten.[17] Der exakte Mechanismus der Antitumorwirkung
von NSAR wird jedoch noch kontrovers diskutiert.
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In verschiedenen Tumorgeweben wird das Isoenzym
COX-2 �berexprimiert, und es werden erh�hte Spiegel der
Cyclooxygenase-Produkte (Prostaglandine) detektiert. Ein
Zusammenhang zwischen COX-2-Aktivit�t und Zellwachs-
tumshemmung durch NSAR konnte jedoch bislang nicht
bewiesen werden. Mehrere Prozesse, z.B. Apoptose, Angio-
genese oder Wechselwirkungen mit Matrixmetalloproteina-
sen, die COX-unabh�ngig oder der COX-Aktivit�t nachge-
schaltet sind, werden f�r die Erkl�rung der beobachteten
Effekte in Betracht gezogen.[18] Dies ist ein Hinweis darauf,
dass nicht ein einzelner Mechanismus f�r die Antitumorak-
tivit�t von NSAR verantwortlich ist, sondern vermutlich
mehrere pharmakologische Effekte involviert sind.

Im Folgenden pr�sentieren wir Ergebnisse zur Modulati-
on tumorrelevanter biochemischer Eigenschaften von Aspi-
rin durch die Derivatisierung als metallorganischer Hexa-
carbonyldicobalt-Komplex (Co-ASS). Um die Wirkung von
Co-ASS und ASS auf die zellul�re Cyclooxygenase-Aktivit�t
zu ermitteln, wurden die Spiegel des COX-Hauptmetaboliten
Prostaglandin E2 (PGE2) sowie die COX-2-Genexpression in
Arachidons�ure-stimulierten MDA-MB-231-Brustkrebszel-
len mithilfe von ELISA (enzyme-linked immunoabsorbant
assay) bzw. Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (real-time
polymerase chain reaction, RT-PCR) untersucht (Tabelle 1).
Sowohl Co-ASS als auch ASS verringerten in der Konzen-
tration von 10 mm die zellul�re PGE2-Produktion signifikant
(jeweils p< 0.001). Dies weist darauf hin, dass die Aktivit�t
der Cyclooxygenasen von beiden Substanzen gehemmt
wurde. Da bekannt ist, dass die verwendeten MDA-MB-231-
Zellen nur niedrige Spiegel des konstitutiv exprimierten
Isoenzyms COX-1 aufweisen, jedoch �ber betr�chtliche
Mengen des induzierbaren Isoenzyms COX-2 verf�gen, kann
die gedrosselte PGE2-Produktion vorwiegend der Verringe-
rung der COX-2-Aktivit�t zugeschrieben werden.[19]

Die Genexpression von COX-2 wurde durch Co-ASS
leicht vermindert (p< 0.05), mit Aspirin wurde jedoch ein
geringer Anstieg beobachtet (p< 0.05 bei 1 mm). Somit
k�nnte f�r beide Substanzen neben einer direkten Wechsel-
wirkung mit dem Zielenzym auch eine Beeinflussung der
Expression vorliegen.

Der Wirkungsmechanismus von Aspirin beruht auf der
Acetylierung eines Serinrests im aktiven Zentrum von Cy-
clooxygenasen und der damit verbundenen Blockade der
Oxidation des physiologischen
Substrats Arachidons�ure. Um
diese Wirkung auf COX-2 n�her zu
untersuchen, wurden nach Trypsin-
verdau erhaltene Peptidfragmente
von COX-2, die mit Aspirin oder
Co-ASS inkubiert wurde, durch LC/
ESI-Tandem-Massenspektrometrie
analysiert.[20] Zu Vergleichszwecken
wurde das Enzym auch alleine un-
tersucht. In �bereinstimmung mit
Literaturberichten zum Wirkungs-
mechanismus wurde f�r ASS aus-
schließlich die Acetylierung von
Ser516 beobachtet.[21] �berra-
schenderweise acetylierte Co-ASS

diese Seitenkette nicht. Statt dessen wurde eine Acetylierung
der Lysinreste 166, 346, 432 und 598 detektiert (siehe Abbil-
dung 1 und Tabelle 2), was durch die hoch signifikanten SE-
QUEST-Parameter (Xcorr� 3.13, DCn� 0.65, beobachtete/er-
wartete Ionen� 57%, siehe Tabelle 2) best�tigt wird.[22] Die

Tabelle 1: Einfluss von Co-ASS und ASS auf verschiedene COX-relevante
Parameter.[a]

PGE2 COX-2 Bcl-2 TGFa IL-10 MMP-
7

Co-ASS
1 mm

81�30 73�16 97�1 82�14 82�17 77�18

Co-ASS
10 mm

34�14 79�19 129�49 83�24 73�16 53�11

Aspirin
1 mm

60�27 125�12 135 +�55 93�14 90�8 86�14

Aspirin
10 mm

44�29 122�23 127�23 87�26 83�7 73�12

[a] Nach 24 h Exposition. Die Werte sind als Prozentsatz der jeweiligen
unbehandelten Kontrollen � Standardfehler angegeben.

Abbildung 1. Bindung von Co-ASS an COX-2. Die Kohlenstoffatome f�r
die katalytische Aktivit�t oder Acetylierung durch Co-ASS relevanter
Aminos�urereste sind farbig dargestellt (katalytische Aktivit�t: gr�n,
Co-ASS Acetylierung: orange). Links: Modell von humaner COX-2, Voll-
ansicht; rechts: Vergr�ßerung relevanter Aminos�urereste (andere
Aminos�ureseitenketten und das Proteingrundger�st sind nicht abge-
bildet, die H�mgruppe des aktiven Zentrums ist im verwendeten
Modell nicht enthalten). Die Abbildungen wurden mit ViewerLight 4.2
(Accelrys) auf der Grundlage des RCSB-Proteindatenbankeintrags
1v0x[31] (www.pdb.org) erstellt.

Tabelle 2: Acetylierungsstellen (@) in COX-2, ermittelt durch ESI-Tandem-Massenspektrometrie.

Peptidsequenz Stelle Ladung SEQUEST-Parameter Ionen[a]

Xcorr DCn Sp

COX-2 + Aspirin
K.PRPDAIFGETMVEVGAPFS@LK.G S516 3 4.75 0.73 1257.9 32/80

COX-2 + Co-ASS
K.QLPDSNEIVEK@LLLR.R K166 2 4.80 0.79 1284.7 21/28
L.PDSNEIVEK@LLLR.R K166 2 3.13 0.75 1253.7 17/24
K.LK@FDPELLFNK.Q K346 2 3.80 0.65 658.2 15/20
V.PPAVQK@VSQASIDQSR.Q K432 2 3.13 0.72 771.6 17/30
R.SGLDDINPTVLLK@ER.S K598 2 4.27 0.70 822.7 18/28

[a] Beobachtete/m�gliche b+- und y+-Ionen, die durch Spaltung von Peptidbindungen C(O)-N(H) ent-
stehen.[32]
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genannten Lysinreste waren weder in unbehandelter COX-2
noch nach Inkubation mit ASS acetyliert.

Von den beobachteten Acetylierungsstellen ist Lys346
nahe dem Eingangskanal zum aktiven Zentrum des Enzyms
gelegen. Der Abstand des Seitenketten-Stickstoffatoms von
Lys346 zu den Seitenketten-Stickstoffatomen von Arg106,
das zusammen mit Arg499 und Glu510 einen Eingangskanal
zur Bindestelle bildet, betr�gt lediglich 16.5 �. W�hrend
Lys589 relativ weit vom aktiven Zentrum entfernt ist, befin-
den sich Lys166 und Lys432 nahe bei einer �ber Tyr371 ge-
legenen H�mgruppe. Tyr371 wiederum ist am Elektronen-
transfer zwischen dem physiologischen Substrat Arachidon-
s�ure und der H�mgruppe beteiligt.

In Analogie zur etablierten pharmakologischen Wirkung
von Aspirin (Acetylierung von Ser516 des Enzyms) weisen
diese Ergebnisse nun darauf hin, dass die Wirkung von Co-
ASS auf der Acetylierung mehrerer Lysinseitenketten beru-
hen k�nnte. Vermutlich d�rfte dabei eine Blockade des Ein-
gangs zum aktiven Zentrum, wie sie auch von anderen NSAR
bekannt ist, oder eine Wechselwirkung mit dem Elektronen-
transfermechanismus des Enzyms von hoher Relevanz
sein.[21] In diesem Zusammenhang sollte auch darauf hinge-
wiesen werden, dass die kovalenten Modifikationen vermut-
lich zu einer irreversiblen Hemmung der Enzymfunktion
f�hren d�rften, wie es auch bei der Wechselwirkung von ASS
mit Cyclooxygenasen der Fall ist.

Viele der COX-2-Aktivit�t nachgeschaltete oder von ihr
unabh�ngige NSAR-Effekte sind f�r die Antitumorwirk-
samkeit von NSAR von großer Bedeutung. Darunter spielen
vor allem die Regulierung des antiapoptotischen Proteins
Bcl-2, von Caspasen, des Tumorwachstumsfaktors TGFa

(tumor growth factor a), von Interleukin-10 (IL-10) und
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) eine tragende Rolle.[18]

Wir konnten keinen signifikanten Einfluss von Co-ASS
und ASS auf den Bcl-2- und TGFa-Stoffwechsel feststellen.
Durch Inkubation mit 10 mm beider Wirkstoffe wurden
jedoch die IL-10-Spiegel etwas gesenkt (p< 0.05). Interes-
santerweise wurde die Caspase-3-Aktivit�t durch Co-ASS
drastisch gesteigert, w�hrend ASS in denselben Konzentra-
tionen keine Wirkung zeigte (siehe Abbildung 2). Vermutlich
sind somit auf Caspaseaktivierung beruhende (aber vom Bcl-

2-Stoffwechsel unabh�ngige) Apoptoseereignisse f�r die
biologische Aktivit�t des Co2(CO)6-Komplexes relevant.

Beide Substanzen verminderten signifikant die Spiegel
von MMP-7, wobei die Wirkung f�r Co-ASS deutlicher aus-
gepr�gt war als f�r ASS (p< 0.05 f�r Co-ASS in beiden
Konzentrationen und p< 0.05 f�r ASS bei 10 mm). Dieses
Ergebnis ist von besonderer Bedeutung, zumal MMP-7 rele-
vant f�r die Metastasierung von Gastrointestinal- und En-
dometriumskarzinomen ist.[23] Der Einfluss von NSAR auf
die Metastasierung und Blutgef�ßneubildung von Tumoren
ist hinl�nglich bekannt, und antiangiogene Effekte diverser
NSAR wurden beschrieben. PGE2 gilt als wichtiger Boten-
stoff, der die Angiogenese reguliert, und die Hemmung seiner
Entstehung wurde mit antiangiogenen Effekten in Verbin-
dung gebracht.[18]

Um die Hemmung der Angiogenese durch Co-ASS und
ASS eingehender zu untersuchen, w�hlten wir den Zebrafisch
(Danio rerio), da dieser etablierte Modellorganismus ideale
Voraussetzungen zur Analyse der Angiogenese und der Ge-
f�ßentwicklung in vivo bietet (Abbildung 3).[24, 25] Die geringe

Gr�ße, die Fruchtbarkeit, die Entwicklung außerhalb des
Mutterleibs und die optische Transparenz des Embryos sind
große Vorteile gegen�ber anderen Tiermodellen. Zur Beob-
achtung der Gef�ßentwicklung ist ein Albino-Stamm beson-
ders gut geeignet. Da der Embryo sehr klein ist, kann er
genug Sauerstoff durch passive Diffusion erhalten, sodass

Abbildung 2. Einfluss von Co-ASS auf die Aktivit�t von Caspase-3 nach
24 h in MDA-MB-231-Zellen. Die x-fache Induktion der Caspaseaktivit�t
behandelter Kulturen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollkultur ist
wiedergegeben (n = 3). n = Zahl der Versuche.

Abbildung 3. Auswirkung von Co-ASS auf die Blutgef�ßneubildung in
Zebrafischembryos. Laterale Ansicht von Embryos 72 h nach der Be-
fruchtung (72hpf; hours post fertilization) und 4 Tage nach der Be-
fruchtung (4dpf; days post fertilization) sind abgebildet. A) unbehan-
delter Kontrollembryo 72hpf, C) Co-ASS behandelter Embryo. B,
D) Nahansichten der Blutgef�ße nach Alkalische-Phosphatase-F�rbung
im Kontrollembryo (B) und im Co-ASS-behandelten Embryo (D). E,
F) Kontrollembryo (E) und Co-ASS behandelter Embryo 4dpf (F); der
Einschub zeigt die subintestinale Vene, d�nne weiße Pfeile kennzeich-
nen die besch�digten oder fehlenden dorsalen longitudinalen anasto-
motischen Gef�ße (DLAV); ASS (1 mm) wurde als Kontrolle verwendet.
Die Fluoreszenzaufnahmen von Tg:fli1/eGFP-Zebrafischen (A, C, E
und F) wurden mit konfokaler Lasermikroskopie erhalten. Die Embryos
in (B) und (D) wurden nach Alkalische-Phosphatase-F�rbung stereomi-
kroskopisch untersucht. Siehe die Hintergrundinformationen f�r De-
tails.
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seine Entwicklung �ber mehrere Tage ohne jegliche Blutzir-
kulation beobachtet werden kann. Neben diesen Vorteilen ist
die Gef�ßanatomie des sich entwickelnden Zebrafischs aus-
gezeichnet dokumentiert.[26]

Cyclooxygenasen werden im sich entwickelnden Zebra-
fisch exprimiert, und die Relevanz dieser Enzyme f�r die
Gef�ßbildung wurde beschrieben.[27–29] Wir behandelten Ze-
brafischembryos und Zebrafischlarven mit Co-ASS oder ASS
und erfassten die Effekte mit zwei unabh�ngigen Methoden:
Die Methode 1 beruht auf der fehlenden Pigmentierung der
Albino-Zebrafischembryos. Die Gef�ßentwicklung kann hier
durch Alkalische-Phosphatase-F�rbung und Stereomikro-
skopie sichtbar gemacht werden.[24] Bei Methode 2 wird die
transgene Zebrafischlinie Tg:fli1/eGFP verwendet, die im
Unterschied zu Methode 1 eine Beobachtung der Angioge-
nese in Echtzeit erm�glicht.[25] Tg:fli1/eGFP-Embryos und
Larven exprimieren das gr�n fluoreszierende Protein (green
fluorescent protein, GFP) unter Kontrolle eines fr�hen en-
dothelialen Promotors und weisen somit ein gr�n fluoreszie-
rendes Gef�ßsystem auf, das mit konfokaler Lasermikrosko-
pie oder hochaufl�sender Stereofluoreszenzmikroskopie un-
tersucht werden kann.

Unsere Daten zeigen, dass die mit Co-ASS behandelten
Embryos schwere Defekte in der Vaskularisierung und An-
giogenese aufweisen (verminderte Ausbildung oder Fehlen
von intersegmentalen Gef�ßen und dorsalen longitudinalen
anastomotischen Gef�ßen (DLAVs) sowie reduzierten sub-
intestinalen Venen). Somit fehlten mehrere Gef�ße bei den
mit Co-ASS behandelten Zebrafischembryos, jedoch nicht in
der Kontrollgruppe. Detaillierte Angaben zu den beobach-
teten Gef�ßsch�den und zur Gef�ßanatomie des Zebrafisches
finden sich in den Hintergrundinformationen. Im Unter-
schied zu Co-ASS zeigte Aspirin in den gleichen Konzentra-
tionen keine nennenswerten Effekte.

Die Modifizierung als metallorganisches Derivat f�hrte
zu einer signifikanten Modulierung der biologischen Eigen-
schaften des etablierten NSAR Aspirin. W�hrend grundle-
gende pharmakologische Effekte (z.B. die Reduzierung der
zellul�ren PGE2-Produktion) im Wesentlichen unver�ndert
blieben, wurden mehrere der COX-Aktivit�t nachgeschaltete
oder von ihr unabh�ngige Stoffwechselwege signifikant be-
einflusst. So hemmt das metallorganische Derivat zus�tzlich
die Angiogenese (nachgewiesen durch die verminderte
Blutgef�ßneubildung im sich entwickelnden Zebrafisch-
embryo), es vermindert die Spiegel von MMP-7 st�rker als
ASS, und es induziert die Caspase-3-Aktivit�t drastisch.

In diesem Zusammenhang sollte erw�hnt werden, dass
antiangiogene und antimetastatische Eigenschaften auch bei
anderen Metallkomplexen festgestellt wurden (etwa bei dem
Rutheniumkomplex NAMI-A, der zurzeit klinische Tests
durchl�uft). Solche Komplexe weisen ein hohes Potenzial f�r
die Entwicklung von neuartigen Medikamenten auf, die
Tumore durch St�rung der N�hrstoffzufuhr aushungern
k�nnten.[30] Es kann vermutet werden, dass die beobachteten
COX-unabh�ngigen Effekte auch f�r andere Co2(CO)6-De-
rivate, f�r die schon antiproliferative Effekte beschrieben
wurden, zutreffen k�nnten.[12–14]

Die unterschiedlichen pharmakologischen Merkmale von
Co-ASS und ASS k�nnten die Folge einer ver�nderten

Wechselwirkung mit dem Zielenzym COX-2 sein, das von Co-
ASS an mehreren Lysinseitenketten acetyliert wird. Von den
beobachteten Acetylierungsstellen d�rfte Lys346 f�r die
Enzymhemmung am wichtigsten sein.

Die hier pr�sentierten Ergebnisse illustrieren ein wichti-
ges Konzept der Wirkstoffentwicklung in der medizinischen
Bioorganometallchemie: Pharmakologische Eigenschaften
etablierter Wirkstoffe k�nnen durch eine ver�nderte Rezep-
torwechselwirkung moduliert werden, die wiederum die
Folge des Vorliegens eines metallorganischen Fragments ist.

Eingegangen am 10. Juli 2008,
ver�nderte Fassung am 16. Oktober 2008
Online ver�ffentlicht am 29. Dezember 2008
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