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Abstract: Die Katalyse von bioorthogonalen Transformatio-
nen in Lebewesen ist eine enorme Herausforderung — aller-
dings birgt sie auch grofies Potenzial fiir zukiinftige Anwen-
dungen. Wir berichten hier iiber Rutheniumkomplexe, die in
der bioorthogonalen Katalyse unter biologisch relevanten Be-
dingungen und in lebenden Zellen eingesetzt werden konnen.
Die Katalysatoren aktivieren Allylcarbamat-geschiitzte Amine
mit bisher unerreicht hoher Aktivitit (270 Zyklen) in Gegen-
wart von Wasser, Luft und millimolaren Thiolkonzentratio-
nen. Durch Fluoreszenzmikroskopie lebender Hel.a-Zellen
und mithilfe einer aktivierbaren Fluoreszenzsonde konnten
wir eine intensive Fluoreszenzentwicklung im Zytoplasma
nachweisen und damit die vermutete Bioorthogonalitiit der
Katalysatoren bekriftigen. Zur Illustration der moglichen
Anwendungsbreite  bioorthogonaler Organometallkatalyse
entwickelten wir eine Methode zur intrazelluliren, katalyti-
schen Aktivierung einer Zytostatikavorstufe, welche die Apo-
ptose effizient einleitete.

Die bioorthogonale Chemie in lebenden Zellen und Tieren
hat unser biologisches Verstdndnis erweitert und hatte au-
Berdem einen tiefgreifenden Einfluss auf Bereiche wie Bild-
gebung, Medikamentenentwicklung und Biotechnologie.
Bisher wurden bioorthogonale Reaktionen hauptsichlich
stochiometrisch sowie unkatalysiert durchgefiihrt, und zudem
wurden nur wenige artifizielle katalytische Reaktionen fiir
biologische Milieus beschrieben.”! Bioorthogonale Kataly-
satoren erkennen selektiv spezifische funktionelle Gruppen,
die in der Natur abwesend sind, und katalysieren ihre
Transformation in (lebenden) biologischen Systemen. Um
diese Aufgabe handhaben zu konnen, miissen diese Kataly-
satoren einen schwierigen Balanceakt zwischen Reaktivitét
und Stabilitdt meistern konnen. Die kombinierte Gegenwart
von Wasser, Luft und einem Uberfluss an zelluliren Kom-
ponenten wie millimolare Thiolkonzentrationen fordern
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dabei eine hohe Stabilitit des Katalysators, wohingegen
gleichzeitig die physiologischen Bedingungen (z.B. Tempe-
ratur und pH-Wert) und niedrige zelluldre Reagenskonzen-
trationen eine hohe Reaktivitit gegeniiber dem designierten
Substrat voraussetzen. Des Weiteren darf weder der Kataly-
sator noch das Substrat intrinsisch die biochemische Ho-
moostase des Wirts beeinflussen. Im Moment sind effiziente
Katalysatoren, die diesen grundlegenden Kriterien entspre-
chen, Mangelware in unserem bioorthogonalen Repertoire,
allerdings ist eine Bandbreite an vielversprechenden An-
wendungen denkbar, angefangen von der Aktivierung (ge-
schiitzter) Substrate/Wirkstoffvorstufen bis hin zur katalyti-
schen Markierung oder Desaktivierung biologischer Ziel-
strukturen. Der Vorteil der Signalverstarkung durch kataly-
tischen Umsatz wurde bereits auf dem Gebiet der enzymge-
steuerten Biobildgebung und der Nukleinsdure-basierten
Sensorik angewendet.®! In den letzten Jahren wurden auf
diesem Gebiet zudem Fortschritte mit nichtbiologischen,
synthetischen Katalysatoren beschrieben, die aus Metallver-
bindungen wie Palladiumsalzen, Palladiumnanopartikeln
oder Organorutheniumkomplexen bestehen.”® Besonders
hervorzuheben ist dabei die Arbeit von Bradley et al., in der
relativ hohe katalytische Aktivitdten von bis zu 30 Zyklen in
einer Entschiitzungsreaktion mit Palladium-modifizierten
Harzen beschrieben werden — auch wenn die Effizienz nur
unter biologisch relevanten Bedingungen und nicht im le-
benden System bestimmt wurde.”" Wegen der stringenten
Voraussetzungen, die durch die zellulire Umgebung gesetzt
werden, ist es trotz dieser ersten Erfolge immer noch duf3erst
anspruchsvoll, mit einem artifiziellen Katalysator mehrere
Katalysezyklen in einem biologischen System zu erreichen.

Wir mochten hier unsere Fortschritte beziiglich metall-
organischer Rutheniumkomplexe fiir die katalytische Akti-
vierung von Allyloxycarbonyl-geschiitzten Aminen unter
biologisch relevanten Bedingungen und in lebenden Séuge-
tierzellen vorstellen (Schema 1). Die hohe katalytische Pro-
duktivitdt der neuen Katalysator/Substrat-Paare ermdglichte
die katalytische Aktivierung einer Chemotherapeutikum-
vorstufe in HeLa-Zellen und damit die Anderung der zellu-
laren Vitalitdt in einem An/Aus-Modus von gesund nach
apoptotisch.

Vor fast einem Jahrzehnt berichteten wir, dass der me-
tallorganische Halbsandwichkomplex [Cp*Ru(cod)Cl] (Rul;
Cp* =n’-Pentamethylcyclopentadienyl, cod =n*1,5-Cyclo-
octadien) die Umwandlung bioorthogonaler O-Allyl-
carbamate hin zu ihren entsprechenden Aminen unter bio-
logisch relevanten Bedingungen (Gegenwart von Wasser,
Luft und Thiolen) und in lebenden HeLa-Zellen katalysieren
kann, wenn auch mit einer so niedrigen katalytischen Akti-
vitdt, dass bedeutungsvolle Anwendungen schwierig zu ver-
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Schema 1. Diese und frithere Arbeit (siehe Lit. [4a]) zur katalytischen
Spaltung von O-Allylcarbamaten mit Organorutheniumkomplexen
unter biologisch relevanten Bedingungen. TON = katalytische Produkti-
vitat.

wirklichen waren (Schema 1).* Um potentere Organo-
metallkatalysator/Substrat-Paare zu identifizieren, begannen
wir unsere Arbeit mit der Evaluierung von verschiedenen
Rutheniumhalbsandwichkomplexen, die dafiir bekannt sind,
effiziente Tsuji-Trost-Katalysatoren zu sein."”! Wir unter-
suchten diese Komplexe in einer Desallylierungsreaktion mit
N-(Allyloxycarbonyl)aminocumarin 1 in Wasser, an Luft und
in Gegenwart von Glutathion (GSH; 5 mm; Abbildung 1).1
Der neue wasserlosliche, geschiitzte Fluorophor 1 erméglich-
te uns, den Anteil an ungewollten organischen Cosolventien
minimal zu halten und damit so nah wie moglich an biologisch
relevanten Bedingungen zu bleiben. Um typische Konzen-
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Abbildung 1. Katalytische Entschiitzung von 1 mit Organoruthenium-
komplexen unter biologisch relevanten Bedingungen. Reaktionsbedin-
gungen: 1 (1.0 Aquiv., 500 pum), Katalysator (0.05 Aquiv., 25 pum) und
Glutathion (GSH; 10 Aquiv., 5 mM) in Wasser/DMSO (200:1) bei
Raumtemperatur und in Gegenwart von Luft. Fiir Rul wurde Thiophe-
nol (PhSH; 5.0 Aquiv., 2.5 mm) zum Reaktionsgemisch hinzugefiigt.
Die Umsitze wurden (iber die Fluoreszenzintensitit bestimmt
(Aex=1395 nm, 4.,,=460 nm). Die Mittelwerte von je drei unabhingi-
gen Messungen sind angegeben.
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trationen in zelluldiren Analysen nachzuahmen, wihlten wir
des Weiteren eine Substratkonzentration von 500 pMm, die um
einige GroBenordnungen kleiner ist als bei reguldren Syn-
thesereaktionen.” Die Ergebnisse sind in Abbildung 1 dar-
gestellt und zeigen, dass unter diesen besonders schwierigen
Reaktionsbedingungen praktisch keine katalytische Aktivi-
tat fur die allgemeingebriuchlichen Acetonitrilkomplexe
[CpRu(MeCN);]PF, (Cp =n’-Cyclopentadienyl) und
[Cp*Ru(MeCN);]PF, und nur eine niedrige Aktivitit fiir den
2,2'-Bipyridin(bpy)-Komplex [Cp*Ru(bpy)(MeCN)|PF, ge-
funden wurde. Der von uns bereits verdffentlichte Katalysa-
tor Rul prisentierte in Kombination mit einem Uberschuss
an Thiophenol zwar eine signifikante Anfangsaktivitit, wurde
jedoch relativ schnell (in weniger als 30 min) desaktiviert. Zu
unserer Uberraschung erreichte allerdings der Komplex
[CpRu(QA)(n‘*-allyl)]PF, (Ru2; QA = 2-Chinolincarboxylat)
mit einer Katalysatorbeladung von lediglich 5 Mol-% einen
vollstindigen Umsatz innerhalb von 3h und kombinierte
damit die hohe Reaktivitét unseres fritheren Katalysators mit
einer lang anhaltenden Aktivitit.

Der Chinolinkomplex Ru2 wurde zuerst von Kitamura
et al. beschrieben und wird gewdhnlich in (Des-)Allylie-
rungsreaktionen mit verschiedenen Nukleophilen einge-
setzt.” Um die Struktur-Aktivitits-Beziehung von Ru2 zu
analysieren, untersuchten wir die drei homologen Cp*- und
2-Pyridincarboxylatderivate, die bereits als Katalysatoren fiir
S-Allylierungen beschrieben wurden.'¥! Es zeigte sich, dass
diese Katalysatoren — ([CpRu(PA)(n*-allyl)]PF, (PA =
2-Pyridincarboxylat), [Cp*Ru(QA)(n’-allyl)|PF, und
[Cp*Ru(PA)(n’-allyl)]PF,) — zwar die meisten Komplexe
iibertrafen, die wir bereits in unserem Labor untersuchten,
aber nicht die hohe katalytische Aktivitidt von Ru2 erreichten
(Tabelle 1). Wir glauben, dass die reduzierte Aktivitdt der
Cp*-Derivate durch die sterische Hinderung der fiinf Me-
thylgruppen verursacht wird™ und die schnelle Desaktivie-
rung der Pyridinkomplexe eine Konsequenz der elektroni-
schen Eigenschaften des zweizdhnigen Liganden ist — beson-
ders seiner n-Bindungseigenschaften.'® Wir nahmen deshalb
an, dass sogar eine noch grofere katalytische Aktivitat fiir die
Chinolinkomplexe erreicht werden konnte, sobald die -
Riickbindung des zweizdhnigen Liganden reduziert wird.
Und tatséchlich, als wir t-elekronenschiebende Gruppen wie

Tabelle 1: Katalytische Entschiitzung von 1 mit Ru2-homologen Or-
ganorutheniumkomplexen unter biologisch relevanten Bedingungen.!

Nr. Komplex Kat. [Aquiv] ~ Umsatz [%]"!
1Th 4h 24 h
1 Ru2 [CpRu(QA)(allyl)]PF, 005 74 >99 >99
2 [CpRu (PA) (allyl)]PF, 005 43 80 85
3 [Cp*Ru(QA) (allyl)]PF 005 10 38 84
4 [Cp*Ru(PA) (allyl)]PF, 0.05 310 52
5 Ru2 [CpRu(QA)(allyl)]PF, 001 16 47 65
6 Ru3 [CpRu(QA-OMe)(ally)PF, 001 32 79 93
7 Rud4 [CpRu(QA-NMe,)(ally)]PF, 001 29 91 >99

[a] Reaktionsbedingungen: siehe Abbildung 1. [b] Die Umsitze wurden
tiber die Fluoreszenzintensitit bestimmt (A,,=395 nm, A.,,=460 nm).
Die Mittelwerte von je drei unabhingigen Messungen sind angegeben.
QA-OMe =4-Methoxy-2-chinolincarboxylat, QA-NMe, =4-(N,N-Dime-
thylamino)-2-chinolincarboxylat.
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Methoxy (Ru3) oder Dimethylamino (Ru4) als Reste am
Chinolinliganden einfiihrten, konnten wir einen signifikanten
Anstieg in der Aktivitit beobachten, was sich in der er-
reichten katalytischen Produktivitit (TON: 90 (Ru2), 150
(Ru3) und 270 (Ru4)) widerspiegelte (sieche Hintergrundin-
formationen fiir mehr Details). Selbst mit nur 1 Mol-% Ka-
talysatorbeladung konnte der Dimethylaminokatalysator
Ru4 cine vollstindige Aktivierung des geschiitzten Fluoro-
phors 1 innerhalb von 4 h unter biologisch relevanten Be-
dingungen erreichen (Tabelle 1).

Interessanterweise haben Kitamura et al. einen gegen-
laufigen Reaktivitétstrend fiir analoge Chinolinkomplexe bei
Allylierungen mit Alkoholen und Desallylierungen mit Al-
lylethern gefunden.['® Sie beobachteten, dass eine reduzierte
ni-Riickbindungsfihigkeit des zweizdhnigen Liganden in einer
abgeschwichten katalytischen Aktivitdt resultierte und
schlussfolgerten daraus, dass dieser Effekt der niedrigeren
Elektrophilie des n*-Allylliganden zugeschrieben werden
kann. Dies bedeutet, dass in Gegenwart von schwachen Nu-
kleophilen wie Alkoholen der Allylierungsschritt geschwin-
digkeitsbestimmend ist. Allerdings lassen unsere eigenen
mechanistischen Untersuchungen fiir Ru2 darauf schlieen,
dass sich bei einem Uberschuss an starken Thionukleophilen
(z.B. Glutathion) der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
von der Allylierung hin zur Entschiitzung verschiebt (Abbil-
dung 2). Weitere Untersuchungen ergaben zudem, dass unter
biologisch relevanten Bedingungen der geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt nicht von der Glutathionkonzentration

A (Katalysezyklus)

Angewandte

beeinflusst wird (Reaktion nullter Ordnung). Diese Befunde
lassen uns vermuten, dass die millimolaren Thiolkonzentra-
tionen in lebenden Zellen die katalytische Aktivitdt der
Rutheniumkatalysatoren nicht reduzieren, sondern vielmehr
einen schnellen Reaktionsfortschritt erst ermoglichen, da die
Allylierung die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr limi-
tiert.

Die hohe katalytische Aktivitdt der Chinolinkomplexe
Ru2-Ru4 ermutigte uns, die neuen Katalysator/Substrat-
Paare unter zelluldren Bedingungen zu evaluieren (Abbil-
dung 3). Dazu wurden HeLa-Zellen auf Objekttrigern kul-
tiviert und mit Bis[N-(Allyloxycarbonyl)]rhodamin 110 (3;
100 pm) 30 min lang inkubiert. Nachdem extrazelluldrer, ge-
schiitzter Fluorophor durch zweimaliges Waschen mit phos-
phatgepufferter Salzlosung (PBS) entfernt worden war,
konnte frisches Medium mit Katalysator (20 um) hinzugege-
ben werden. Nach anschlieBender Aufnahme des Katalysa-
tors sollte nun ausschlieBlich im Zellinneren — dort, wo die
aktivierbare Sonde vorliegt — die Fluoreszenzintensitdt an-
steigen. Und tatséchlich, als die Fluoreszenzénderung der
lebenden Zellen mithilfe konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
beobachtet wurde, zeigte sich im Zytoplasma ein bemer-
kenswerter Anstieg der grilnen Fluoreszenz (Ru2=70-fach,
Ru3 =90-fach und Ru4=130-fach) im Verlauf von 10 min.
Durch Kontrollexperimente bestétigten wir, dass sich in Ab-
wesenheit des Katalysators keine Fluoreszenz entwickelt und
nur eine miBige Fluoreszenz (8-fach) auftritt, wenn der
deutlich ineffizientere Komplex Rul in Kombination mit

B (Reaktionsordnung fiir Glutathion)
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Abbildung 2. A) Katalysezyklus fiir die Entschiitzung von 1 mit Ru2 unter biologisch relevanten Bedingungen. Nu= Nukleophil (z.B. Glutathion),
L=unbestimmter Ligand (z.B. Wasser). B) Reaktionsordnung beziiglich Glutathion in der Entschiitzungsreaktion von 1. Reaktionsbedingungen:
1 (1.0 Aquiv., 500 pm), Ru2 (1072 Aquiv., 0.5 um) und Glutathion (6-20 Aquiv., 3-10 mm) in Wasser/DMSO (200:1) bei Raumtemperatur und in

der Gegenwart von Luft. Die Wechselzahlen wurden nach 30 min iiber die Fluoreszenzintensitit bestimmt (1, =395 nm, A¢y,

=460 nm). Die Mit-

telwerte von je drei unabhingigen Messungen, die lineare Regressionsgerade und die berechnete Gerade fiir eine Reaktion nullter Ordnung sind
angegeben. C) Reaktionsordnung beziiglich 1 in der Entschitzungsreaktion von 1. Reaktionsbedingungen: 1 (125-750 um), Ru2 (0.5 pm) und
Glutathion (5 mm) in Wasser/DMSO (200:1) bei Raumtemperatur und in der Gegenwart von Luft. Die Wechselzahlen wurden nach 30 min tber
die Fluoreszenzintensitit bestimmt. Die Mittelwerte von je drei unabhingigen Messungen, die lineare Regressionsgerade und die berechnete

Gerade fiir eine Reaktion erster Ordnung sind angegeben.
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A (Katalytische Entschiitzung in HeLa-Zellen)

H2N NH,
O O Katalysator (20 pm) O O
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3(100 pwm) 0

B (Fluoreszenz des entschiitzten Rhodamins im Zytoplasma)
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Abbildung 3. A) Katalytische Entschiitzung von 3 mit Organorutheni-
umkomplexen in Hela-Zellen. B) Zeitlicher Anstieg der Fluoreszenzin-
tensitét im zelluldren Zytoplasma, gemessen mithilfe konfokaler Fluo-
reszenzmikroskopie (4., =488 nm, 4., =500-555 nm). Reaktionsbedin-
gungen: Hela-Zellen wurden auf Objekttrigern kultiviert (35 mm/

12 mm/180 pm; 350000 Zellen/Objekttrager), mit 3 (100 um) 30 min
lang inkubiert, mit PBS-Puffer gewaschen und in frischem Medium mit
Katalysator (20 um) bei 37°C inkubiert. Fiir Rul wurde zusitzlich Thio-
phenol (250 um) hinzugegeben, und fiir die Kontrollreaktion wurde
1% DMSO anstelle des Katalysators verwendet. Die Fluoreszenzinten-
sititen sind als Mittelwert von je acht Zellen angegeben. C) Uberlager-
te Hellfeld- und Fluoreszenzbilder nach 10 min Inkubation mit 1%
DMSO (Kontrollreaktion) oder 20 um Ru4.

giftigem Thiophenol verwendet wird. Diese Experimente
zeigen, dass die Chinolinkomplexe Ru2-Ru4 in der Lage sind,
die Zellmembran leicht zu passieren und zudem O-Allyl-
carbamate effizient in lebenden Zellen zu entschiitzen. Er-
wihnenswert ist auch, dass der gemessene Reaktivititstrend
in Siugetierzellen der gleichen Reihenfolge entspricht wie
unter biologisch relevanten Bedingungen (Ru2 < Ru3 < Ru4;
Tabelle 1).

Um das Potenzial von bioorthogonalen Organometallka-
talysator/Substrat-Paaren fiir zukiinftige Anwendungen zu
demonstrieren, entschieden wir uns dafiir, unser effizientes
Ru4/Allylcarbamat-System abschlieBend auf ein Problem der
Krebstherapie anzuwenden. Um das umliegende gesunde
Gewebe wihrend der Behandlung nicht zu schidigen, ist in
der modernen Krebstherapie die rdumliche sowie zeitliche
Aktivierung von Propharmaka in malignem Gewebe ein
wichtiges Ziel.'”) Wir glauben, dass die katalytische Aktivie-
rung von Chemotherapeutika in Tumoren moglich ist und

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

moglicherweise einen alternativen Weg fiir zukiinftige Be-
handlungen bietet. Das erste Beispiel in diesem neuen Feld
der medizinischen Chemie wurde kiirzlich von Bradley,
Unciti-Broceta et al. vorgestellt.’ Sie zeigten, dass kataly-
tisch aktive, Palladium-funktionalisierte Polystyrolmikroku-
geln in der Lage sind, Propargyl-geschiitztes 5-Fluoruracil im
extrazelluliren Raum zu aktivieren. Nach Aktivierung und
anschlieBender zelluldrer Aufnahme des potenten Chemo-
therapeutikums 5-Fluoruracil wurde nach fiinf Tagen bei
verschiedenen Zelllinien ein Verlust der Uberlebensrate be-
obachtet. Wir nehmen an, dass die Aktivierung eines Pro-
pharmakons im zelluldiren Zytoplasma einen stérkeren the-
rapeutischen Effekt sowie weniger Nebenwirkungen als die
extrazelluldre Katalyse aufweisen konnte. Aus diesem Grund
und da bekannt ist, dass Anthracycline bei niedrigen Kon-
zentrationen die Apoptose schnell einleiten konnen, entwi-
ckelten wir eine intrazelluldre Aktivierungsstrategie mit dem
hiufig verwendeten Chemotherapeutikum Doxorubicin.'®!
Der zytotoxische Effekt von Doxorubicin kann hauptséchlich
auf die DNA-Bindung und anschlieende Strangbriiche zu-
riickgefiihrt werden.'”) Zur Blockierung der Toxizitit von
Doxorubicin setzten wir dessen DNA-Affinitéit herab, indem
wir die positive Ladung am primidren Amin mit der bioor-
thogonalen Allylcarbamat-Schutzgruppe maskierten. Das
entsprechende Propharmakon N-(Allyloxycarbonyl)doxoru-
bicin (5) zeigte wie angenommen keine Toxizitdt, wahrend
der freie Wirkstoff Doxorubicin (6) innerhalb weniger Stun-
den nach Inkubationsbeginn die Apoptose einleitete (Abbil-
dung 4). Solange die HeLa-Zellen mit nur 20 um der Wirk-
stoffvorstufe § inkubiert, mit PBS-Puffer gewaschen und in
frischem Medium mit Rud (20 um) versetzt wurden, konnte
nach 24 h bloB ein kleiner Abfall in der zelluliren Uberle-
bensrate beobachtet werden. Wenn allerdings die Konzen-
tration des ungiftigen Propharmakons auf 50 und 100 um
erhoht wurde, konnte eine effiziente und konzentrationsab-
hiangige Reduzierung der Zellvitalitit [(7.5+3.5)% bzw.
(2.14+0.6) %] gemessen werden. Da der Katalysator und die
Wirkstoffvorstufe § keine Toxizitét bei diesen Konzentratio-
nen aufweisen, schlussfolgern wir, dass diese drastische An-
derung der Uberlebensrate auf die effiziente Aktivierung des
Propharmakons 5 im Zytoplasma zuriickzufiihren ist (siehe
Hintergrundinformationen fiir die Aktivierung von 5 unter
biologisch relevanten Bedingungen). Bei héheren Konzen-
trationen des geschiitzten Doxorubicins 5 (100 um) konnten
selbst deutlich geringere Katalysatorbeladungen von 10 und
5 um Rud verwendet werden, um auf eine effiziente Weise die
zelluldre Apoptose einzuleiten, sodass Uberlebensraten von
(3.7£1.3) und (55+1.3)% beobachtet wurden. In einem
Kontrollexperiment versuchten wir das geschiitzte Doxoru-
bicin 5 (50 uMm) mit dem weniger aktiven Katalysator Rul
(20 um) zu aktivieren. Wie erwartet konnten wir allerdings
wegen der geringeren katalytischen Effizienz von Rul keine
Anderung in der Uberlebensrate feststellen (siehe Hinter-
grundinformationen). Wegen seiner intrinsischen Toxizitdt
konnte diesmal, im Unterschied zu den weiter oben vorge-
stellten Kinetikmessungen, das Thiophenoladditiv nicht ein-
gesetzt werden, um die katalytische Aktivitdt des Katalysa-
tors Rul zu erhohen. Die beschriebenen Zellexperimente
zeigen eindeutig, dass eine hohe katalytische Aktivitdt wie
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Abbildung 4. Katalytische Entschiitzung von 5 (Alloc = Allyloxycarbo-
nyl) mit Ru4 in Hela-Zellen. Reaktionsbedingungen: HelLa-Zellen
wurden in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen kultiviert (9000 Zellen/
Vertiefung); farbloser Balken: Negativkontrolle; Zellen wurden 3 h mit
1% DMSO inkubiert, mit PBS-Puffer gewaschen und 24 h in frischem
Medium mit Ru4 (20 pum) inkubiert; schraffierte Balken: Negativkon-
trolle; Zellen wurden 3 h mit 5 (20-100 um) inkubiert, mit PBS-Puffer
gewaschen und 24 h in frischem Medium mit 1% DMSO inkubiert;
graue Balken: Positivkontrolle; Zellen wurden 3 h mit 6 (20-100 pm)
inkubiert, mit PBS-Puffer gewaschen und 24 h in frischem Medium mit
1% DMSO inkubiert; schwarze Balken: katalytische intrazellulare Akti-
vierung; Zellen wurden 3 h mit 5 (20-100 pm) inkubiert, mit PBS-
Puffer gewaschen und 24 h in frischem Medium mit Ru4 (5-20 um)
inkubiert. Uberlebensraten wurde tiber die MTT-Methode ermittelt. Die
Mittelwerte von zwei unabhingigen Experimenten (je 9 Vertiefungen)
sind angegeben. gesch. Dox.: geschiitztes Doxorubicin.

auch Stabilitét fiir die metallorganische Wirkstoffaktivierung
in zukiinftigen medizinischen Anwendungen von Vorteil sein
wird.

Zusammenfassend haben wir neue bioorthogonale me-
tallorganische Komplexe fiir die Entschiitzung von Allyl-
oxycarbonyl-geschiitzten Aminen vorgestellt. Die beschrie-
benen Katalysatoren weisen unter biologisch relevanten Be-
dingungen eine unerreicht hohe katalytische Produktivitét
von bis zu 270 Zyklen sowie eine effiziente Aktivitit in Sdu-
getierzellen auf. Wir zeigten, dass die Ligandenarchitektur die
Stabilitdt und Reaktivitdt des Katalysators stark beeinflusst,
sowohl unter biologisch relevanten Bedingungen als auch im
zelluldren Zytoplasma. Wir konnten des Weiteren demon-
strieren, dass die stringenten Voraussetzungen einer biologi-
schen Umgebung, wie millimolare Thiolkonzentrationen,
nicht natiirlicherweise von Nachteil fiir einen Katalysator sein
miissen, sondern sogar hilfreich fiir einen schnellen Reakti-
onsfortschritt sein konnen. Zudem fiithrten wir eine katalyti-
sche Aktivierung einer Doxorubicinvorstufe im zelluldren
Zytoplasma durch, worauthin wir die Vitalitdt der HeLa-
Zellen in einem effizienten An/Aus-Modus von gesund nach
apoptotisch dndern konnten. Auch wenn diese Anwendung
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nur ein erstes Beispiel darstellt und noch lange nicht voll fiir
die Krebstherapie entwickelt ist, erwarten wir dennoch be-
deutende Ergebnisse von zukiinftigen bioorthogonalen Or-
ganometallkatalysator/Substrat-Paaren mit signifikantem
Wert fiir die chemische Biologie und medizinische Chemie.
Hervorzuheben ist fiir die vorgestellten Katalysatoren, dass
sie sowohl passiv in Zellen diffundieren kénnen als auch mit
anderen biomedizinischen Techniken wie der zielgerichteten
Wirkstoffabgabe” kombiniert werden konnen, um schluss-
endlich ein Modulsystem zu ergeben, das spezifisch fiir be-
stimmtes Gewebe oder zytoplasmatische Strukturen ist.
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