Angewandte

Highlights

Antioxidantien

Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201505056

Kleine Organoselenverbindungen: mehr als nur
Mimetika der Glutathion-Peroxidase

Thomas Wirth*

Antioxidantien - Ebselen - Glutathion-Peroxidase -
Reaktive Sauerstoffverbindungen - Selen

10212

Reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS) werden in biolo-
gischen Systemen als Nebenprodukte von Stoffwechselpro-
zessen oder durch duflere Einfliisse gebildet und in der Regel
von normal arbeitenden Zellen mittels verschiedener Anti-
oxidationssysteme in Schach gehalten. Obwohl ROS zu zel-
luldiren Funktionen wie Genexpression beitragen und die
Bildung von Superoxid-Radikalanionen aus Sauerstoff fiir
den katabolischen Mechanismus wichtig ist, kann jegliches
Ungleichgewicht zu schweren Problemen wie Neurodegene-
ration, Krebs, Diabetes, Altersbeschwerden oder anderen
Storungen durch Lipidoxidation oder zu oxidativen Schéden
an der lebenden Zelle fithren.

Glutathion-Peroxidase (GPx) ist eines der antioxidativen
Enzyme in Sédugetieren, die mithilfe von Glutathion (GSH)
oder anderen verwandten Thiolen als Cofaktoren ROS wie
Peroxide in der Zelle zu Wasser oder Alkoholen zersetzen
konnen. Die menschlichen GPx-Enzyme besitzen eine fiir die
katalytische Aktivitdt verantwortliche Selenocystein-Einheit
im aktiven Zentrum. Diese Enzyme wurden erstmals 1973
von Flohé und Mitarbeitern isoliert, die damit auch belegten,
dass das Enzym Selen enthilt.l' Die Rontgenstrukturanalyse
bestdtigte dann die Position der Selenatome im aktiven
Zentrum.? Thioredoxin (Trx) und Peroxiredoxin (Prx) sind
dhnlich wichtige Proteine mit antioxidativen Aktivititen. [hre
Funktion basiert auf den Schwefelatomen der Aminosédure
Cystein in den aktiven Zentren mit verschiedenen Wirkme-
chanismen fiir die Entgiftung von ROS.

Die Entdeckung, dass die Seleneinheit in GPx fiir die
Redoxeigenschaften verantwortlich ist, etablierte Selen als
ein essentielles Spurenelement. Etwa 70 pg Selen werden
durch die WHO zur durchschnittlichen téglichen Aufnahme
empfohlen. Allerdings wurde schon vorher beobachtet, dass
Selen eine positive Wirkung auf lebende Organismen hat.”!
Ein typischer Katalysezyklus fiir GPx ist in Schema 1 gezeigt,
dort fungiert Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel. Nach
der Reaktion von Wasserstoffperoxid mit dem Selenol (Enz-
SeH) 1 der Aminosdure Selenocystein wird die Selenensédure
2 (Enz-SeOH) gebildet. Die Selenensdure 2 reagiert mit zel-
luldren Thiolen wie GSH zunéchst zum Selenenylsulfid 3 (E-
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Schema 1. Moglicher Katalysezyklus der Glutathion-Peroxidase (GPx)
fiir die Reduktion von Wasserstoffperoxid mit Regeneration von Glut-
athion (GSH) durch Glutathion-Reduktase (GR).

Se-SG), um dann mit einem zweiten Thiol-Aquivalent, wel-
ches fiir die Spaltung der Selen-Schwefel-Bindung benotigt
wird, Selenol 1 zu regenerieren. Bei diesem Katalysezyklus
wird ein Aquivalent Glutathiondisulfid (GSSG) erzeugt,
welches durch die NADPH-abhingige Glutathion-Reduktase
(GR) wieder zu GSH reduziert wird, um die GSH-Konzen-
tration in der Zelle aufrechtzuerhalten. Gro3e Mengen von
ROS konnen in Gegenwart von GSH zur reversiblen Bildung
von Seleninsdure (Enz-SeO,H) fiihren. Allerdings fiihrt eine
weitere Oxidation zur Selensdure (Enz-SeO;H) zur irrever-
siblen Inaktivierung des Enzyms.

Auch kleine selenhaltige Molekiile konnen eine Wirkung
auf biologische Systeme haben. Die Verbindung Ebselen 4
(Abbildung 1) war eines der ersten Molekiile, die GPx-Ak-
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Abbildung 1. Ebselen 4 und verwandte GPx-Mimetika.

tivitit zeigten und daraufhin systematisch untersucht wur-
den.”! Auch verwandte aliphatische Verbindungen 5°' und
aromatische cyclische Verbindungen 6! wurden evaluiert.
Viele andere Verbindungen wurden ebenfalls als mogliche
GPx-Mimetika untersucht.[!
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Die geringe Entfernung der Stickstoffeinheit zum Selen-
atom in den Verbindungen 4-6 ist vergleichbar mit den
strukturellen Merkmalen der Aminosdure Selenocystein im
aktiven Zentrum von GPx. Dort stabilisieren die Stickstoff-
atome eines Tryptophans (Trp158) und eines Glutamins
(GIn80) das Selenatom wihrend des Redoxprozesses. Neuere
Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Ebselen und
verwandten Verbindungen zeigen, dass die erste Reaktion
von Thiolen wie GSH und Ebselen zur Bildung von Selen-
enysulfiden fiihrt, die, wie in Verbindung 7 in Schema 2 ge-
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Schema 2. Reaktion von Ebselen 4 mit GSH.

zeigt, zusétzlich durch nicht-kovalente Selen-Sauerstoff-
Wechselwirkungen stabilisiert werden. Die Stidrke dieser
nichtkovalenten Se--O-Wechselwirkung verhindert tatsdch-
lich die Bildung des katalytisch aktiven Selenols und erkldrt
die relativ schlechte GPx-Aktivitdt dieser Verbindungen.
Eine aktuelle Untersuchung von Mugesh, Row und Mitar-
beitern zeigt, dass diese Se--O-Wechselwirkungen im festen
Zustand von Ebselen und Derivaten ungewohnlich kurz sind.
So wird die Spaltung der N-Se-Bindung begiinstigt und liefert
einen Beitrag zur leichteren Reaktion mit GSH.®! Dies ist in
der Struktur 4 in Schema?2 gezeigt, wo durchschnittliche
Se--O-Absténde von 2.5 A und CH--O-Absténde von 2.35 A
beobachtet werden.

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse hat die Suche
nach neuen GPx-Mimetika, die das Potenzial zum Schutz von
Sdugerzellen vor oxidativen Schidden besitzen, vor kurzem
einen wichtigen Durchbruch erzielt: D’Silva und Mugesh
et al. synthetisierten hocheffiziente Isoselenazole des Typs 9
(Schema 3).”! Diese Verbindungen sind in wenigen Synthe-
seschritten aus dem leicht zuginglichen Diselenid 81! durch
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Schema 3. Synthese neuer GPx-Mimetika 9a—d.

Iminbildung und Reduktion, gefolgt von spontaner Cyclisie-
rung erhiltlich.'! Wihrend Verbindungen mit aromatischen
Substituenten R nicht spontan cyclisieren und als Diselenide
stabil sind, konnen die hier vorgestellten Verbindungen 9a-
d nur als Isoselenazole isoliert werden. Ahnliche Diseleni-
del” und andere selenhaltige Verbindungen™ wurden
ebenfalls als potentielle GPx-Mimetika untersucht.
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Verbindungen 9a—-d haben eine bemerkenswerte Aktivi-
tat als GPx- und Prx-Mimetika und sind etwa 2- bis 3-mal
aktiver als Ebselen 4. Verschiedene Testsysteme (unter-
schiedliche Wasserstoff-Peroxide und Thiole) wurden evalu-
iert, aber D’Silva, Mugesh und Mitarbeiter untersuchten auch
das antioxidative Potential der Verbindungen 9 in menschli-
chen Zelllinien. Durch die Hemmung des antioxidativ wir-
kenden Enzyms Katalase in der Zelle waren die Autoren in
der Lage, zellulire ROS-Konzentrationen mit einer Fluores-
zenzsonde zu messen. Dadurch konnten sie zwischen den drei
wichtigsten Komponenten des Antioxidationssystems durch
selektive Hemmung von GSH, Trx und Glutaredoxin (Grx)
unterscheiden. Die Behandlung der Zellen mit den Verbin-
dungen 9 ergab eine verminderte Fluoreszenz, was auf die
Abfangfihigkeit von ROS hindeutet. Es wurde festgestellt,
dass GSH oder Trx wesentlich fiir die antioxidative Aktivitét
von Isoselenazolen 9 ist, wobei Trx eine wichtige Rolle bei der
Forderung der antioxidativen Aktivitdt spielt.

Zudem wurde die Schidigung von zelluliren Haupt-
komponenten wie DNA, Proteinen oder Lipiden durch ROS
in Abwesenheit sowie in Gegenwart von Verbindungen 9
unter die Lupe genommen. Hier wurde das Ausmaf} der
DNA-Schédigung mithilfe eines Antikorpertests untersucht.
Wihrend Ebselen 4 einen etwa 70 %igen Schutz liefert, zei-
gen Verbindungen 9a und 9c¢ eine bemerkenswerte Vermei-
dung von DNA-Schiden von iiber 95 %.

Bei der Entwicklung von Verbindungen mit antioxidati-
ven Figenschaften ist die Bestimmung der Toxizitidt beson-
ders wichtig. So wurde auch die Wirkung der Verbindungen
auf durch oxidativen Stress verursachten Zelltod untersucht.
Es wurde gefunden, dass die Toxizitdt der Verbindungen 9 um
ein Vielfaches niedriger liegt als die von Ebselen 4. Die Le-
talitét stieg jedoch bei Erschopfung des zelluldren GSH und
Trx. Die Toxizitdit von Ebselen 4 ist vermutlich auf der
Hemmung der GR durch Ebselen zuriickzufiihren, da die
Existenz des entsprechenden Selenenylsulfides 10 spektro-
metrisch bestitigt wurde (Schema 4). Damit scheint der erste
experimentelle Nachweis fiir eine von Selenverbindungen wie
4 verursachte GR-Hemmung in Sdugerzellen gelungen zu
sein.

Se
Ebselen 4 |

SH NADPH S O
ﬂs” ﬂs
N
/ Se

Cys63

NHPh

PhHN
10

6}

Schema 4. Vorgeschlagene Inhibierung von GR durch Ebselen 4.

Durch die ausgezeichneten antioxidativen Aktivitdten
sind die neuartigen Isoselenazole 9 in der Lage, effizient mit
ROS in Gegenwart von GSH und Trx zu reagieren und DNA-
Schidigungen zu verhindern. Das sehr niedrige Toxizitéts-
profil legt nahe, dass diese Verbindungen das Potential fiir
weitere Entwicklungen therapeutischer Mittel haben. So
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konnen in Zukunft mit oxidativem Stress verbundene
Krankheiten behandelt werden, da diese Verbindungen die
antioxidativen Systeme in Sdugertierzellen unterstiitzen.
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