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Goldkomplexe werden seit einigen Jahrzehnten zur Be-
handlung von Symptomen der rheumatoiden Arthritis ein-
gesetzt.'” In der medikamentosen Therapie werden vor-
wiegend Gold(I)-Thiolate (z.B. Aurothiomalat oder Auro-
nafin) an die Patienten verabreicht. Diese zdhlen zur Gruppe
der Basistherapeutika (disease modifying antirheumatic
drugs, DMARDs) und werden zur Abschwichung des Fort-
schreitens der schwerwiegend verlaufenden rheumatischen
Erkrankung verwendet. Interessanterweise zeigt diese
Gruppe von Metallwirkstoffen in Zellkulturversuchen auch
deutliches Potenzial fiir einen moglichen weiteren Einsatz in
der Chemotherapie von Tumorerkrankungen. Zudem konnte
das Enzym Thioredoxin-Reduktase (TrxR) neben anderen
Biomolekiilen als eine kritische Zielstruktur der Substanz-
wirkung identifiziert werden.®® Die intensive Forschung
vieler Arbeitsgruppen nach neuen Goldwirkstoffen hat in-
zwischen zu einer groflen Zahl an neuen aktiven Derivaten
gefithrt. Beispiele dafiir sind Gold(I)-Verbindungen mit
Phosphanen, Thiolaten oder Carbenen als Liganden, sowie
Gold(ITT)-Komplexe #1012
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Die Herstellung unter physiologischen Bedingungen sta-
biler Komplexe ist jedoch ein kritischer Schritt auf der Suche
nach neuen aktiven Goldverbindungen.'>'® Eine ausrei-
chende Stabilitdt der koordinativen Bindungen kénnte im
Fall von Alkinylgold(I)-Komplexen gegeben sein, welche
bisher aufgrund ihrer katalytischen und lumineszierenden
Eigenschaften eingesetzt wurden.'”! Interessanterweise
wurden vor kurzer Zeit erste Arbeiten publiziert, welche
diesem Typ von metallorganischen Komplexen ein gutes Po-
tenzial fiir die Entwicklung neuer Chemotherapeuika gegen
Krebs oder Infektionskrankheiten bescheinigen.'¥ Trotz
dieser aussichtsreichen Perspektiven wurden bisher lediglich
drei Arbeiten verdffentlicht, die das biologische Potenzial
dieser Substanzen thematisieren.!"""!

Hier berichten wir iiber die Ergebnisse einer Pilotstudie,
die das Ziel hatte, das biologische Profil von Alkinyl(phos-
phan)gold(I)-Komplexen eingehend zu untersuchen. Unsere
Experimente zeigen, dass die kritische Zielstruktur TrxR ef-
fizient und selektiv gehemmt wird. Dafiir scheint die Bindung
an Cystein- und Selenocystein-Seitenketten des Enzyms ver-
antwortlich zu sein. Die Aufnahme in Zellen konnte quanti-
tativ bestimmt werden, und Effekte auf den Tumorzellmeta-
bolismus sowie die mitochondriale Atmung konnten erfasst
werden. Weiterhin wurden antiangiogene Eigenschaften in
Zebrafischembryos beobachtet.

Eine Serie von sechs Alkinylgold-Komplexen (1-6, siche
Abbildung 1) wurde synthetisiert, indem die entsprechenden
Alkine mit Chlorido(triphenylphosphan)gold(I) umgesetzt
wurden. Die Strukturen wurden durch 'H-, *C- und *P-
NMR- sowie IR-Spektroskopie bestédtigt und ihre hohe
Reinheit durch Elementaranalyse bestimmt (sieche die Hin-
tergrundinformationen). Das Verschwinden des Signals fiir
das Alkin-Proton im "H-NMR-Spektrum des Liganden ist
beispielsweise ein deutliches Indiz fiir die Bildung der Kom-
plexe. Die erhaltenen Zielstrukturen sind gut 16slich in or-
ganischen Losungsmitteln wie Chloroform, Dichlormethan
oder Dimethylformamid (DMF). Zur Durchfiihrung der
biologischen Versuche wurden die Verbindungen als
Stammlosungen in DMF angesetzt und mit den jeweiligen
Versuchsmedien oder Puffern verdiinnt.

Mit MCEF-7-Brustkrebszellen und HT-29-Kolonkarzi-
nomzellen durchgefiihrte Zellproliferationstests bestitigten
die starke zellwachstumshemmende Aktivitdt der Komplexe
1-6 (siehe Tabelle 1), wobei die erhaltenen I1Cs-Werte zwi-
schen 0.8 und 12.0 um vergleichbar waren mit der Aktivitét
von etablierten Zytostatika wie Cisplatin oder 5-Fluoruracil
oder frither untersuchten Chlorido(phosphan)gold(I)-Ver-
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Abbildung 1. Die untersuchten Komplexe 1-6 sowie die Alkine L1-L6.

Tabelle 1: Antiproliferative Aktivitit und Enzymhemmung von Alkinyl-
gold(l)-Komplexen und den entsprechenden freien Alkinen berechnet als
1Cso-Werte [um] aus 2-3 unabhingigen Experimenten.

HT-29 MCF-7 TrxR GR GR/TrxRE
L1 >100 >100 >100 >250 n.a.t!
L2 >100 >100 >100 >250 n.a.t!
L3 >100 >100 >100 >250 n.a.t!
L4 >100 >100 >100 >250 n.a.t!
LS >100 >100 >100 >250 n.a.t!
L6 >100 >100 >100 >250 n.a.t!
1 50403 1.0+0.2 0.045+0.034 10.3+4.4 228
2 1.6+£0.7 22404 035940054 193479 54
3 52+1.5 08+05 0.0474+0.007 19.1+6.0 406
4 23412 3.8+0.1 1.400+0.251 65.7+6.7 47
5 45403 08+0.3 0423+0.113 1494119 35
6 120+35 22+06 0.337+£0.113 31.1+7.0 92

[a] Verhiltnis der Hemmung der GR zur Hemmung der TrxR. [b] n.a.:
nicht anwendbar.

bindungen.’**! Die freien Alkinliganden L1-L6 wurden als
Negativkontrollen in die Versuche mit einbezogen und waren
wie zu erwarten inaktiv.

Um den Einfluss der Aufnahme der Substanzen in die
Zellen zu untersuchen, wurde der Goldgehalt von HT-29- und
MCF-7-Zellen, die fiir einen Zeitraum von 6 Stunden mit
5.0 um der Komplexe behandelt wurden, durch hochauflo-
sende Atomabsorptionsspektroskopie (high resolution con-
tinuum source atomic absorption spectroscopy, HRCS-AAS)
untersucht.?!! Diese Experimente wiesen auf eine schnellere
Zellanreicherung der Komplexe mit kleineren Alkinylligan-
den hin (siche die Hintergrundinformationen fiir weitere
Details), die unterschiedlichen Aktivititen der Komplexe
hinsichtlich der Zellwachstumshemmung (Tabelle 1) konnten
dadurch jedoch nicht erklart werden.

Wie eingangs erwéhnt, stellt das Enzym TrxR eine wich-
tige pharmakologische Zielstruktur fiir biologisch aktive
Goldkomplexe dar und ist in pathophysiologische Prozesse
involviert, die unter anderem bei Krebs und bei rheumati-
schen Erkrankungen von Relevanz sind.®*
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Neben der wahrscheinlichen Zielstruktur TrxR (aus Rat-
tenleber) wurde die strukturell und funktionell dhnliche
Glutathionreduktase (GR, aus Hefe) als Referenz fiir die
Selektivitdt der Enzymhemmung mit in die Untersuchungen
einbezogen. Die effektivste Hemmung konnte mit 1 und 3
erzielt werden, welche ICs-Werte im niedrig nanomolaren
Bereich aufwiesen (siche Tabelle 1). Die Aktivitdt der GR
wurde erst bei mehr als 200-fach hoheren Konzentrationen im
mikromolaren Bereich gehemmt. Dies verdeutlicht, dass
Alkinylgold(I)-Organometallverbindungen eine enorme Se-
lektivitdat fiir TrxR aufweisen, was Ergebnissen der Leit-
struktur Auranofin (9 nm gegen TrxR und 15 um gegen GR im
selben Testsystem) sehr nahe kommt. Die Komplexe 2, 5
und 6 waren etwa 8-fach schwicher aktiv gegen TrxR, und fiir
4 wurden die hochsten ICs-Werte gegen TrxR erhalten
(1.4 um). Die unterschiedliche Aktivitdt (1, 3>2, 5, 6 >4)
bewirkte jedoch — wie aus Tabelle 1 ersichtlich — keine stér-
kere Zellwachstumshemmung der Verbindungen 1 und 3 im
Vergleich mit 2 und 4-6. Die freien Alkine L1-L6 waren wie
erwartet inaktiv.

Die Wechselwirkung von Goldkomplexen mit dem akti-
ven Zentrum der TrxR wird vermutlich durch Ligandenaus-
tauschreaktionen zwischen den an Gold(I) koordinierten Li-
ganden und Cystein/Selenocystein-Seitenketten in der Bin-
detasche ermdoglicht.[-2+28]

Bei den oben beschriebenen Experimenten wurde TrxR
fiir 75 Minuten mit den Komplexen inkubiert um geniigend
Zeit fir Ligandenaustauschreaktionen zuzulassen. Um nun
eine mogliche Zeitabhingigkeit der Wechselwirkung zu un-
tersuchen, bestimmten wir die Hemmung der TrxR durch 1in
einer Konzentration nahe dem ICs;-Wert (0.050 um) direkt
nach Zugabe des Komplexes zum Enzym. In der Tat wies
dieses Experiment auf einen zeitabhéngigen Prozess hin,
zumal die Enzymaktivitdt nur auf 79(£12) % in Bezug auf
eine unbehandelte Kontrolle herabgesetzt wurde. Nach
10 Minuten war die Aktivitédt auf etwa 50 % gesenkt und blieb
auch nach ldngerer Inkubation in etwa bei diesem Wert.
Diese Ergebnisse weisen auch darauf hin, dass die Wechsel-
wirkung des Komplexes mit TrxR innerhalb weniger Minuten
ablduft.

Aufgrund ihrer {iiberaus starken Effekte gegen TrxR
wurden 1 und 3 fiir eingehendere Untersuchungen ausge-
wihlt. Mithilfe von Dichtefunktionaltheorie wurden die
Bindungsdissoziationsenergien (BDE) der strukturell ver-
wandten Komplexe 1-3 berechnet, um die relativen Stabili-
titen der Au-C- und Au-P-Bindungen vergleichen zu
konnen.”>!! Die ermittelten BDE liegen fiir die Au-C-Bin-
dung im Bereich von 270-278 kJmol™ und fiir die Au-P-
Bindung im Bereich von 173-175 kJmol™'. Somit sind beide
Bindungstypen aus theoretischer Sicht stabil, wobei die
Phosphane die schwécher koordinierten Liganden darstellen.
Weitere Schlussfolgerungen hinsichtlich der Kinetik der
Wechselwirkung mit der TrxR sind jedoch nicht méglich, da
die jeweiligen BDE zwischen den einzelnen Goldkomplexen
nur geringe Unterschiede zeigen (siehe die Hintergrundin-
formationen fiir Details).

Massenspektrometrische Methoden konnen dazu einge-
setzt werden, Bindungspartner von Biomolekiilen zu identi-
fizieren. Anhand des Selenocystein enthaltenden Modell-
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peptids Ala-Gly-Sec-Val-Gly-Ala-Gly-Leu-Ile-Lys (AGUV-
GAGLIK) wurde eine mogliche Bindung an Selenocystein
untersucht. Dazu wurde das Selenopeptid mit den aktivsten
TrxR-Hemmstoffen 1 und 3 fiir 75 Minuten, 24 Stunden bzw.
48 Stunden inkubiert. Die anschlieBenden MS-Analysen
zeigten in allen Fillen Signale fiir ein Molekiilion bei m/z
1133. Dies entspricht einem ,,nackten“ Goldatom, das an das
Peptid gebunden ist. Zusitzliche Signale wurden fir die
Peptidkoordination durch ein Gold(alkinyl)- sowie ein
Gold(triphenylphosphan)-Fragment erhalten. MS/MS-Spek-
tren des Molekiilions bei m/z 1133 enthielten entsprechend
modifizierte und nichtmodifizierte Serien von b*- und y*-
Fragmentionen und bestitigten den Selenocystein-Rest als
dominierende Bindungsstelle fiir Gold (Abbildung 2).
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Abbildung 2. MS/MS-Spektrum des Molekiilions [Peptid +Au] bei m/z
1133, das sich nach der lonisierung eines 1:1-Gemisches von Komplex
3 mit dem Selenopeptid H-AGUVGAGLIK-OH nach 75 Minuten bei
37°C gebildet hat. Mit einem Stern (*) gekennzeichnete Signalgruppen
entsprechen Spezies mit einem Goldatom. Ahnliche Spektren wurden
nach 24 bzw. 48 Stunden Inkubation erhalten sowie auch mit Komplex
1 (siehe die Hintergrundinformationen).
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Fiir die kontinuierliche Beobachtung des Metabolismus
von Tumorzellen stehen neuartige Sensorchip-Systeme zur
Verfiigung. Hier wurden die Effekte von 5 und 10 pm der
Komplexe 1 und 3 auf die Zellimpedanz, die Zellatmung und
die extrazelluldre Ansduerung von MCF-7-Zellen ermittelt
(Abbildung 3). Eine Verminderung der Zellimpedanz kann
sich infolge einer Beeinflussung der Zellmembraneigen-
schaften (z.B. Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakte, Zellad-
hésion) ergeben und spiegelt umfangreichere morphologische
Veridnderungen wider. Sowohl 1 als auch 3 waren in der Lage,
die Zellimpedanz zeit- und konzentrationsabhéngig zu
senken, wobei 3 in beiden eingesetzten Konzentrationen
starker wirksam war. Weiterhin wurde eine deutliche Ver-
minderung des zelluldren Sauerstoffverbrauchs beobachtet,
die sich als Konsequenz der sofort eintretenden Hemmung
der Zellatmung durch 1 und 3 ergibt. Komplex 3 war auch bei
der Senkung der extrazelluliren Ansduerung stark aktiv.
Diese hédngt mit einer verminderten Glykolyserate zusam-
men. Komplex 1 wies in diesem Fall nur geringe Wirksamkeit
auf. Die gleichzeitige Reduktion der Impedanz und der Gly-
kolyse durch 3 in der Konzentration von 10 uM ist ein deut-
licher Hinweis auf den einsetzenden Zelltod bei dieser
Dosis.[*!

Im Vergleich mit Gold(I)-Komplexen mit N-heterocycli-
schen Carben-Liganden (NHC) oder Cisplatin zeigen 1 und 3
Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede hinsichtlich der
Beeinflussung des Metabolismus von MCF-7-Zellen.[?*26:3]
Sowohl Cisplatin als auch die (NHC)Gold(I)-Komplexe be-
wirkten eine kompensatorische Steigerung der Glykolyse bei
Hemmung der Zellatmung. Dies konnte mit 1 und 3 nicht
festgestellt werden. Ebenso wie 1 und 3 losten die
(NHC)Gold(I)-Komplexe eine sofortige Respirationshem-
mung aus, Cisplatin beeinflusste die Zellatmung dagegen erst
nach ldangerer Einwirkungszeit. Die Zellimpedanz wurde in
allen Féllen nach etwa 8-10 Stunden erniedrigt.

Die starke und unmittelbar einsetzende Hemmung der
Zellatmung ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass der Stoff-
wechsel von Mitochondrien beeinflusst werden konnte. Dies
wurde zuvor auch fiir andere Goldverbindungen beschrie-
ben.%24333 Deswegen untersuchten wir die Effekte von
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Abbildung 3. Echtzeit-Analyse des MCF-7-Metabolismus unter Einwirkung von 5 und 10 um der Komplexe 1 und 3. Zellimpedanz (links), Zellat-
mung (Mitte) und extrazellulire Ansiuerung (rechts). Die Behandlung mit den Substanzen beginnt nach etwa 5 Stunden und dauert 24 Stunden

an. LM: durchlaufendes Medium (keine Substanz).
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Abbildung 4. Zeitabhingige Erfassung der Sauerstoffsattigung einer
Lésung, welche aus Miuseleber frisch isolierte Mitochondrien umgibt.
Die Testsubstanzen wurden in Konzentrationen von 1, 5 und 10 um
zugesetzt. Oben: 1, unten: 3. Normale Atmungsaktivitat der Mito-
chondrien bewirkt eine Abnahme der Sauerstoffsittigung (Kontrolle).
Eine Hemmung der normalen Atmung bewirkt eine héhere Sauerstoff-
sattigung und eine Blockade der Atmung eine weitere Verminderung.
Rotenon als Hemmstoff der Atmungskette bewirkt eine kontinuierlich
hohe Sauerstoffsittigung, das Entkopplungsagens Carbonylcyanid-3-
chlorphenylhydrazon (CCCP) hingegen einen verstirkten Sauerstoffver-
brauch (nicht gezeigt).

1 und 3 auf die Atmung funktionell aktiver Mitochondrien
(Abbildung 4). Dazu wurden Mitochondrien aus der Leber
von Miusen isoliert und deren Sauerstoffverbrauch mithilfe
eines Sauerstoffsensors ermittelt. Komplex 3 bewirkte in
Konzentrationen von 5 und 10 uM anfénglich eine Stimulie-
rung der mitochondrialen Respiration (entsprechend einem
gesteigerten Sauerstoffverbrauch) und nach langerer Inku-
bationszeit (>200 Minuten) deren Hemmung. Dies kann als
Hinweis darauf gewertet werden, dass 3 als schwaches Ent-
kopplungsagens wirkt und erst nach lingerer Inkubation die
mitochondriale Aktivitdt blockiert. Mit dieser Eigenschaft
unterscheidet sich die Verbindung von zuvor untersuchten
Gold(I)-Komplexen, welche eine deutliche Hemmung der
Mitochondrienatmung ausgelost hatten.”*! Komplex 1 zeigte
grundsétzlich dhnliches Verhalten, dies jedoch deutlich we-
niger stark ausgeprigt. Der freie Alkinligand L3 wurde als
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Negativkontrolle eingesetzt und zeigte keine Wirksambkeit.
Chlorido(triphenylphosphan)gold(I) diente als Positivkon-
trolle und fiihrte in einer Konzentration von 10 uM zu einer
deutlichen Respirationshemmung (sieche die Hintergrundin-
formationen fiir beide Kontrollen).

Die Hemmung der Angiogenese, d.h. die Reduktion der
BlutgefidBbildung in wachsenden Tumoren, kann zum ,,Aus-
hungern®“ des wachsenden Krebsgewebes fiihren und stellt
dadurch eine weitere sehr interessante Strategie zur Tumor-
bekimpfung dar.”! Interessanterweise wurde die Auslosung
von antiangiogenen Effekten schon fiir mehrere Metallwirk-
stoffe (u.a. mit Ruthenium, Gold oder Iridium als Zentral-
atom) beschrieben.*** In-vivo-Untersuchungen in sich
entwickelnden Zebrafischembryos haben gezeigt, dass es sich
bei diesem Tiermodell um ein schnelles, zuverldssiges und
praktikables Verfahren zum Screening antiangiogener Sub-
stanzen handelt, das ein vielversprechendes Potenzial fiir die
Wirkstoff-Forschung aufweist.*!

Durch die Verbindungen 1 und 3 konnten deutliche Ef-
fekte auf die Bildung von BlutgefidBen in Zebrafischembryos
ausgelost werden, wihrend die freien Liganden L1 und L3
inaktiv waren (siche Abbildung 5 und die Hintergrundinfor-
mationen). So konnten in nichttoxischen Konzentrationen

Abbildung 5. Beobachtung der Blutgefibildung in Zebrafischembryos
(transgene Zebrafischlinie, Tg:fli1/e GFP) drei Tage nach der Befruch-
tung. Oben: L1 (0.1 um), unten: 3 (0.1 um). Beispiele fiir GefiRfehlbil-
dungen sind mit weiflen Pfeilen markiert.

von (0.1 und 1.0 pm bei mehr als 90 % der Embryos relevante
GefiBdefekte identifiziert werden. Die bekannte antiangio-
gene Substanz Thalidomid®! wurde in denselben Konzen-
trationen als Positivkontrolle eingesetzt und zeigte weniger
Wirksamkeit (etwa die Hélfte der Embryos wies Geféaf3fehl-
bildungen auf, siche die Hintergrundinformationen). Die er-
haltenen Ergebnisse zeigen, dass die antiangiogene Aktivitét
der Goldkomplexe auf die intakten Komplexe zuriickgeht.
Dies ist von besonderem Interesse, da wir in fritheren Un-
tersuchungen zeigen konnten, dass Chlorido(phosphan)-
gold(I)-Komplexe in diesem Testsystem nicht aktiv sind und
die Wirksamkeit von verwandten Gold(I)-Komplexen mit
Naphthalimid-Liganden auf dem Vorliegen der Naphthal-
imidstruktur beruht.”>% Die hier erzielten Ergebnisse weisen
somit darauf hin, dass die (Alkinyl)gold(I)-Teilstruktur zur
Entwicklung neuer Angiogenese-Inhibitoren eingesetzt
werden konnte.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass Alkinyl(tri-
phenylphosphan)gold(I)-Komplexe ein vielversprechendes
Potenzial als neue Chemotherapeutika aufweisen. Sie 16sen
zellwachstumshemmende Effekte aus, sind starke Hemm-
stoffe des Enzyms TrxR mit deutlicher Selektivitit gegentiber
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GR, bewirken Effekte auf den Tumorzellmetabolismus und
die mitochondriale Atmung und zeigen antiangiogene Wirk-
samkeit in Zebrafischembryos. Die TrxR ist ein Enzym mit
Relevanz fiir verschiedene physiologische und pathophysio-
logische Stoffwechselwege. Es ist unter anderem in die Zell-
proliferation, die Apoptose oder Angiogenese involviert und
spielt bei verschiedenen Erkrankungen wie etwa Krebs eine
Rolle."**1 Ob die hier beobachteten Effekte von Goldkom-
plexen direkt mit der Hemmung der TrxR in Zusammenhang
stehen oder die Konsequenz der Wechselwirkung mit weite-
ren Zielstrukturen oder Stoffwechselwegen sind, muss in zu-
kiinftigen Untersuchungen weiter gekldart werden. Fiir die
bisher biologisch untersuchten Goldverbindungen wurden
mehrere molekulare Zielstrukturen identifiziert, welche auch
fiir die hier beschriebenen Alkinyl(phosphan)gold(I)-Kom-
plexe von Bedeutung sein konnten.*” Beispiele dafiir sind
unter anderem die Wechselwirkung mit PARP-1,) Phos-
phatasen®***" oder Cathepsinen.**! Die Ergebnisse unserer
Pilotstudie zeigen deutlich, dass weitere Untersuchungen zu
den biochemischen Eigenschaften, die Identifizierung weite-
rer Zielstrukturen sowie die Entwicklung von Struktur-Wir-
kungs-Beziehungen fiir Alkinylgold-Organometallverbin-
dungen von besonderem Interesse wéren.
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