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1 Einleitung

Eisen ist das h&ufigste Ubergangsmetall, nach Aluminium das zweith&u-
figste Metall und mit 5% Eisengehalt der Erdkruste das vierthaufigste Ele-
ment Uberhaupt.[!! Bis auf wenige prokaryotische Lebewesen benétigen
alle Lebewesen Eisen als essentielles Spurenelement. Eisen ist an Funkti-
onsproteine gebunden und Ubernimmt dort vielfaltige Aufgaben beim oxi-
dativen Metabolismus. Eisen besitzt aber auch ein erhebliches zellschadi-
gendes Potential, da durch die katalytische Wirkung von Eisen unter ande-
rem das Hydroxylradikal entsteht und/oder ahnlich reaktive Fe-O-
Verbindungen, welche fur eine Vielzahl von Zellschadigungen und wahr-
scheinlich sogar fur das Altern und somit fir den ,natlrlichen® Tod von
Lebewesen mitverantwortlich sind. Eisen wird daher intrazellular nur in
sehr begrenztem Umfang, etwa zu 1 % des gesamten zelluldren Eisens im

(28] "in ,freier", chelatisierbarer Form vom Kérper zur Verfiigung

Korper
gestellt. Dieses ,chelatisierbare Eisen" ist unter anderem an niedermole-
kulare Liganden mit (verglichen mit Funktionsproteinen) relativ niedrigen
Komplexbildungskonstanten gebunden und steht somit der Zelle flr den
Einbau in Funktionsproteine zur Verfligung. Eisen, welches nicht direkt flr
diesen Zweck zur Verfligung stehen muss, wird in dem Eisenspeicherpro-
tein Ferritin gespeichert.

Das chelatisierbare Eisen steht auf Grund seines zytotoxischen Potentials
im Mittelpunkt dieser Arbeit. Ist man friher davon ausgegangen, dass es
nur einen zytosolischen Pool chelatisierbaren Eisens gibt!®' 1%, ist seit kur-
zer Zeit ein mitochondrialer Pool quantifiziert wordent* 21 der mégli-
cherweise die Hauptquelle fir Hydroxylradikale darstellt.[*3! Auch die
Quantifizierung des Pools chelatisierbaren Eisens in anderen Zellkompar-
timenten ist von groBer Wichtigkeit. So ist der Pool des Zellkerns wegen
der Gefahrdung der DNA durch Hydroxylradikale von Interesse, ebenso
der Eisenpool des Lysosoms, wo einige Gruppen die Hauptquelle chelati-
sierbaren Eisens vermuten.!!*!”] Das Mittel der Wahl zur Quantifizierung
des chelatisierbaren Eisens ist die Anwendung von spezifischen Fluores-

zenzsonden, deren Design, Synthese und Anwendung im biologischen



System in dem jeweiligen zu untersuchenden Zellkompartiment Gegen-

stand der vorliegenden Arbeit ist.

1.1 Der Weg des Eisens

Trotz der Haufigkeit des Eisens in der Erdkruste ist seine Verfugbarkeit
nicht immer einfach. So besteht der rostrote Boden von Oahu Island (Ha-
waii) zu 20% aus Eisen. Dennoch ist flr die dort wachsenden Pflanzen
kein Eisen verfugbar, so leiden die dortigen Ananasstauden unter Eisen-
mangel. Durch Gegenwart von Mangandioxid und das Fehlen organischer
Reduktionsmittel wird das dortige Eisen in der Oxidationsstufe +III gehal-
ten und ist somit nicht fur die Pflanzen verfligbar. In geographischen Re-
gionen, in denen das Gestein hauptsachlich aus Kalkstein und Dolomit be-
steht und alkalisch ist, ist Eisen(II) fur Pflanzen ebenfalls schwer zugang-
lich. Diese Phanomene beruhen darauf, dass sowohl Fe(OH)s, als auch
Fe(OH); sehr kleine Léslichkeitsprodukte (K = 2 x 10 mol®I3; K™ =

2 x 107° mol*I'") haben. Bei neutralem und basischen pH-Werten ist Ei-
sen(III) praktisch unldslich und steht flir Organismen nicht zur Verfligung.
Gartner und Landwirte greifen unter solchen Bedingungen zu EDTA, wel-
ches mit Eisen einen Chelatkomplex bildet, der von den Pflanzen aufge-
nommen werden kann.!!! Einige Pflanzen haben im Laufe der Evolution die
Fahigkeit entwickelt, an den Wurzelspitzen verschiedene chelatbildende
organische Sauren abzusondern, die das Eisen |6slich machen, so dass es
aufgenommen werden kann.

Aerobe Mikroorganismen verfugen fur gewdhnlich Uber Siderophore
(Abb.1). Dieses sind mehrzdhnige Liganden mit molekularen Massen von
500 - 1000 g/mol. Siderophore sind in der Lage, Eisen(III) zu l6sen und
zu transportieren. Sie werden nach ihrer Molekilstruktur und ihrer Fahig-
keit, Eisen als Chelat zu binden, in Ferrichrome, Ferrioxamine und Entero-
bactine unterteilt.

Durch viele potentielle Ligator-Atome entstehen sehr leicht ungewohnlich
stabile, oktaedrische high-spin-Komplexe des Eisen(III). Sie sind stabil

genug, das Eisen innerhalb der Bakterien zu transportieren, aber auch la-



bil genug, das Eisen an ihrem Zielort zu Ubertragen. Tris-chelate neigen
dazu, kugelférmige Komplexe zu bilden. Der lbrige Teil des Siderophor-

Moleklls besteht aus einem symmetrischen hydrophilen Rest, der
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Abb. 1: Bekannte Siderophore.

wahrscheinlich bei dem Transport durch die Zellmembran hilft.!!

Da hoher entwickelte Lebewesen wie der Mensch kein hochentwickeltes
Eisen-Sequestrierungssystem besitzen, sind sie auf eine adaquate Eisen-
zufuhr durch die Nahrung angewiesen. Die intestinale Eisenabsorption ist
beim Menschen sehr ineffektiv. Hdm-Eisen wird vom menschlichen Kérper
sehr viel besser aufgenommen, als nicht Hdm-gebundenes Eisen, da sich
im Duodenum (oberer Teil des Gastrointestinal-Trakts) spezifische Ham-
Bindungsstellen hoher Affinitat befinden.!*8! Dies hat zur Folge dass 500 -
600 Millionen Menschen an einer Eisenmangelanamie leiden, da vor allem
in den Entwicklungslandern eine Uberwiegend pflanzliche Ernahrung vor-

herrscht!!®, Fleisch enthalt groBe Mengen Hamoglobin, Myoglobin und Cy-
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tochrome, wobei Hdm-Eisen sehr viel leichter aufgenommen wird als an-
dere Darreichungsformen. Die Eisenmangelanamie stellt somit die welt-
weit haufigste Mangelerkrankung dar.t?%!

Mit etwa 35 - 45 mg Eisen je Kilogramm Korpergewicht!?!! ist es das men-
genmaBig haufigste essentielle Spurenelement im zelluldren Metabolismus
und fur das Wachstum des Menschen. Es liegt zu 70% in Form von Ha-
moglobin, zu 19 % in Ferritin und Hamosiderin als Depoteisen gespeichert
und zu 11 % in verschiedenen Enzymen vor. So liegt es also zu etwa vier
Finfteln in aktiver Form als ,Funktionseisen™ vor. Nur etwa 0.1% des Ei-
sens im Kdérper liegt im humanen Serum in ,transportabler® Form vor.

Der Koérper besitzt keinen Mechanismus zur Ausscheidung von Eisen und
der Bedarf an Eisen ist — abgesehen von Frauen in der Schwangerschaft -
auBerordentlich gering. Ein bis zwei Milligramm Eisen, die pro Tag haupt-
sachlich durch SchweiB und Urin abgegeben werden, missen flr eine
funktionierende Eisenhomdostase wieder aufgenommen werden. Dies
kann durch verschiedene Wege geschehen.

Die Aufnahme des Eisens geschieht sowohl fur Ham-Eisen, als auch flr
nicht Hdm-gebundenes Eisen im Darm, wobei die Aufnahme nicht Ham-
gebundenen Eisens gering ist. Es wird im ersten Teil des Duodenums
durch intestinale Epithelzellen aufgenommen, wo es durch den niedrigen
pH-Wert gel6ést und durch Ferrireduktasen und Ascorbinsaure zu Eisen(II)
reduziert wird.[?!]

Bei nicht-intestinalen Zellen existiert eine rezeptorvermittelte Aufnahme:
Zum Transport des Eisens innerhalb des Organismus werden die verschie-
densten komplexierenden Stoffe benutzt. In héheren Tieren ist dies Trans-
ferrin. Im Transferrin sind zwei Fe**-Ionen gebunden. Typisch ist die wei-
tere Bindung eines geeigneten Anions, meistens Carbonat oder Bicarbo-
nat. Das Protein selbst, das Apo-Transferrin, hat ein Molekulargewicht von
80 kD, die Bruttokomplexbildungskonstante liegt bei log K = 21. Die Ei-
sensattigung liegt unter physiologischen Bedingungen bei 30%.[22-2°]

Mit Hilfe der Transferrine findet auch der Eisentransport zu den Zellen

statt, in denen die Synthese anderer eisenhaltiger Verbindungen wie Ha-



moglobin und der Cytochrome stattfindet. Transferrine héherer Tiere ha-
ben meist gréBere Stabilitéatskonstanten als Siderophore von Bakterien. So
zeigt sich auBer dem Transport von Eisen eine weitere Verwendung von
Transferrinen: Das Protein im Eiklar enthalt bis zu 16% des Transferrins
Conalbumin, ohne dass man eine Funktion als Eisentransporteur feststel-
len konnte. So ist es aufgrund der Unterlegenheit der bakteriellen Side-
rophore gegenuber dem Transferrin wahrscheinlich, dass Conalbumin als
antibakterielles Agens wirkt; die Bakterien unterliegen in Gegenwart von
Conalbumin einem Eisen-Mangel.

Das beim Menschen in der Muttermilch vorkommende Lactoferrin scheint
das wirksamste antibakterielle Transferrin zu sein, so dass mit Mutter-
milch ernahrte Sauglinge unter anderem deswegen vor bestimmten Infek-
tionskrankheiten weitgehend geschitzt sind. Um ihre Fahigkeit, Eisen zu
binden, zu behalten, missen die Milchproteine im Magen des Kindes 90
Minuten intakt bleiben und unverandert in den Dinndarm Ubergehen. Die-
ser antibakterielle Schutz durch die Bildung von Eisenchelaten scheint viel
allgemeiner zu sein, als bisher vermutet.[2®!

Zelloberflachen-Rezeptoren fur Transferrin bringen das Protein mit dem
daran gebundenen Eisen in der Ferri-Form (Fe>**) durch rezeptorvermittel-
te Endozytosel?”! in frilhe Endosomen, wobei sich Transferrinrezeptoren
auf allen sich teilenden Zellen befinden. Bei der Endozytose wird das auf-
zunehmende Material von einem kleinen Teil der Plasmamembran einge-
hullt, der sich zunachst einstulpt und dann abschnlrt. Es entstehen hierbei
frihe Endosomen. Das Eisen 16st sich aufgrund des dort vorherrschenden
niedrigen pH-Werts von pH =~ 6 vom Transferrin, da durch konformationel-
le Anderungen dessen Affinitdt zum Eisen sinkt. Der im Endosom vorlie-
gende pH-Wert wird durch in der Endosomenmembran liegende ATP-
getriebene Protonenpumpen, die H*-Ionen aus dem Zytosol in das Lyso-
somemlumen beférdern, erreicht. Das vom Eisen befreite Protein, das
Apo-Transferrin, bleibt am Rezeptor gebunden, da durch die konformatio-
nelle Anderung gleichzeitig deren Assoziation gestarkt wird?% 28!, Mit die-

sem Rezeptor wird das Apotransferrin zur Plasmamembran gebracht, wo



es im hoheren pH-Wert der extrazellularen FlUssigkeit vom Rezeptor dis-
soziiert und sich wieder ins Plasma begibt. Hierbei verschmilzt das Endo-
som wieder mit der Plasmamembran. Das Apotransferrin pendelt also zwi-
schen der extrazellularen FlUssigkeit und dem Endosomenkompartiment
hin und hert?#2,

Endosomen werden auch ins Zellinnere transportiert. Dort werden sie zu
spaten Endosomen und schlieBlich durch Fusion mit vom trans-Golgi-Netz
stammenden, mit Hydrolase geflillten Transportvesikeln sowie durch stan-
dige Membranrickgewinnung und zunehmende Ansduerung bis zu einem
pH-Wert von etwa finf zu Lysosomen, die sich von Endosomen auch stark
in ihrer Proteinzusammensetzung unterscheiden.

Es existiert eine alternative Theorie der Beziehung zwischen frihen und
spaten Endosomen, wonach beides getrennte, dauerhafte Kompartimente
sind. Der Transport zwischen diesen beiden Kompartimenten kénnte dann
Uber ein dynamisches Rdhrensystem erfolgen oder Teile des frihen Endo-
soms wilrden sich abschniren und weiter im Zellinneren mit spaten Endo-
somen verschmelzen.[?’]

Lysosomen sind angeflllt mit etwa 40 Arten hydrolysierender Enzyme, wie
Proteasen, Nucleasen und Glykosidasen, fur die kontrollierte intrazellulare
Verdauung von Makromolekillen. Das Aktivitatsoptimum fir diese Enzyme
liegt bei pH ~ 5. Sie benétigen deshalb einen niedrigen pH-Wert in diesem
Zellkompartiment. Die Hydrolasen kénnen also bei Zerstérung der lyso-
somalen Membran oder deren Undichtigkeit weniger Schaden im intrazel-
luldren Raum bei pH = 7.2 anrichten.[?”]

Das Eisen, das im Endosom an der cis-Seite endosomaler Membranprotei-
ne, moglicherweise!®! durch Oxidoreduktase vermittelt zu Fe** reduziert
wurde, wird nun - durch den divalenten Metalltransporter NRAMP2/DMT1!
vermittelt - durch einen aktiven, protonengekoppelten Transport aus dem
Endosom ins Zytosol beférdert.!?!! Es wird somit dem Pool chelatisierbaren

Eisens, auf den spater genauer eingegangen wird, zugefuhrt. Dort liegt

! NRAMP2 (natural resistance-associated macrophage protein 2)/DMT1 (divalent metal

transporter 1)



das Eisen nach allgemein vorherrschender Meinung weiterhin in Form von
Fe?*-Ionen vor.[6 7- 30, 31]

Die fur Transferrin beschriebene Endozytose lauft in ahnlicher Form auch
fir andere Makromoleklle und flr gréBere Partikel wie z. B. Bakterien,
Zelltrimmer oder kleinste Fremdkdrper als Phagozytose bei speziellen
Phagozyten? ab. Lysosomen haben in allen Zelltypen als Aufgabe die Be-
seitigung UberflUissiger Zellbestandteile, was als Autophagie bezeichnet
wird. Beispielsweise betragt die durchschnittliche Lebensdauer eines Mito-
chondriums in der Leberzelle ungefahr zehn Tage. Am Ende dieser Le-
bensdauer wird dieses Organell - wie auch andere Organellen - von
Membranen eingeschlossen, die vom Endoplasmatischen Reticulum stam-
men. Hierbei entsteht ein Autophagosom, welches mit einem Lysosom
oder einem spaten Endosom verschmilzt. Dies hat auch Auswirkungen auf
den Eisenhaushalt innerhalb der Zelle.

Der groBte Teil des aus Endosomen und mdglicherweise auch den Lyso-
somen freigesetzten Eisens wird in Funktionsproteine eingebaut oder zu-
nachst gespeichert. Da die Speicherung von Eisen in Form eines Komple-
xes wie Transferrin oder gar Hdmoglobin unrentabel ist, haben hdhere Tie-
re mit der Speicherung als Ferritin, bzw. als aus Ferritin hervorgehendem
Abbauprodukt Hamosiderin, eine einfachere Methode entwickelt. Hamosi-
derin ist im Gegensatz zum hydrophilen Ferritin hydrophob; seine unlésli-
chen Aggregate sind massive Cluster, die von einer Membran umgeben
sind. Sie werden als eisenbeladene sekundare Lysosomen, so genannte
Siderosomen beschrieben!*?!, Hdmosiderin kommt beim Menschen in nor-
malem Gewebe in geringem MaBe vor, akkumuliert allerdings bei Eisen-
iberschusst®3!, Hamosiderin wird als lysosomales Abbauprodukt des Ferri-
tins angesehen.3%

Ferritin ist ein groBes Protein mit einem Kern aus Eisen(III)-hydroxid-
Teilchen mit einem Durchmesser von etwa 7 nm. Apo-Ferritin (die Prote-

inhdlle) besitzt eine Molekilmasse von etwa 480 kD und besteht aus 24

2 Bei Wirbeltieren umschlieBen Makrophagen und Neutrophile ihre Beute und bilden so

ein Phagosom, das mit einem Lysosom verschmilzt.



Untereinheiten von L(ight)- und H(eavy)-Ferritin. Die Isoferritine in den
verschiedenen Organen besitzen unterschiedliche relative Mengen der Un-
tereinheiten vom reinen H-Typ (H-reiche Ferritine befinden sich im Her-
zen, in roten Blutzellen, Lymphozyten und Monozyten), die eher flr die
Detoxifikation zustadndigt®*! sind, bis zum reinen L-Typ, wobei L-reiche
Ferritine eher flir eine Langzeitspeicherung verantwortlich sind. L-Ferritin
ist flr die Eisenkernbildung im Ferritin verantwortlich, die H-Typ-
Untereinheit besitzt die fiir die Aufnahme von Fe®** nétige Ferroxidase-
Aktivitdt und ist fir die rasche Aufnahme des Eisens als Fe’*
verantwortlich*®!. Das Fe?* bindet an das Ferroxidase-Zentrum, mittels
einer Interaktion mit Sauerstoff wird es zu Fe** oxidiert und bildet nach
dem Wechsel in die Kavitat durch Aggregation den Eisenkern.
Im eisenhaltigen, polymeren Kern, der bis zu 4500 Atome enthalt’®”! und
der dann zu 34% an Eisen gesattigt ist (die normale Sattigung liegt bei
20%!'8]), befinden sich neben den Hydroxo- auch Phosphat-Gruppen.
Ferritin kann auch eine weitere Funktion wahrnehmen, namlich den
Schutz der DNA. H-Typ-reiches Ferritin wurde in den Zellkernen von Hih-

nt38 3% humaner K 562 Zelllinien*®! und humaner

ner-Corneal-Epithelzelle
Astrozytoma-Tumorzellen*!! nachgewiesen. Die Prdsenz von Ferritin in
den Zellkernen der Corneal-Epithelzellen schitzte die DNA vor Schaden
durch UV-Strahlung!®9!. Im Fall der Tumorzellen wurde ein aktiver Trans-
port des H-Typ-reichen Ferritins in den Zellkern nachgewiesen. Dieses
Ferritin war mit der DNA assoziiert. Der Schutz der DNA durch Ferritin vor
eiseninduziertem, oxidativen Schaden wurde in vitro und in Zellkultur ge-
zeigt. Durch das Ferritin wurde die Fahigkeit des Eisens, die Entstehung
von Molekllen zu katalysieren, welche oxidativen Schaden verursachen,
herabgesetzt.

Far Ferritin in den Kernen von Hepatozyten wurde allerdings auch eine
katalytische Wirkung des Ferritins bei der Entstehung von
Hydroxylradikalen, deren schadliche Wirkung zu einem spateren Zeitpunkt
diskutiert wird, vermutet!*?],

Ferritin bildet im biologischen System einen Eisenspeicher, aus dem Eisen



bei Bedarf freigesetzt werden kann.

Kommt es durch einen erhdhten Eisenverbrauch oder eine unzureichende
Eisenaufnahme aus der Nahrung zu einem intrazelluldren Eisenmangel
und zu einer Verringerung der Konzentration des chelatisierbaren Eisens
im zelluldaren Pool, fUhrt dies zu einer Verminderung der Eisenbindung
durch die sogenannten Eisen-bindenden Proteine IRP (Iron Regulatory
Proteins). Diese binden daraufhin an so genannte eisenregulierende Ele-
mente IRE (Iron Responsive Elements), welche definierte Abschnitte so-
wohl der Transferrinrezeptor-mRNA als auch der Ferritin-mRNA sind. Die-
ser Vorgang blockiert die Translation der Ferritin-mRNA, die Translation
der mRNA des Transferrinrezeptors wird durch Inhibierung des Abbaus der
Transferrinrezeptor-mRNA gesteigert, was dazu fuhrt, dass die Zelle nun
mehr Transferrin-Rezeptor bildet und dadurch mehr Transferrin-Eisen auf-
nehmen kann!®3!. Der umgekehrte Weg lauft Giber eine vermehrte Bindung
von Eisen an die IRPs. Dies fuhrt zu einer verminderten Bindung der IRPs
an die IREs, was bei einer zu hohen Konzentration an chelatisierbarem
Eisen in der Zelle zu einer verminderten Aufnahme an Transferrin-Eisen
fihrt!**!. Der Mechanismus der Eisenfreisetzung aus Ferritin ist unbekannt,
ebenso ist es unbekannt, ob Eisen aus Hamosiderin freigesetzt werden
kann. Bekannt ist allerdings eine Eisenfreisetzung aus Ferritin durch ,re-
duzierenden Stress", der durch Superoxid-Radikalanionen erzeugt werden
kann, oder durch Proteolyse unter pathologischen Bedingungen!* > 8l

Auch hier ist der Mechanismus nur zum Teil bekannt.
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1.2 Das Eisen in Komplexverbindungen

Eisen befindet sich im Periodensystem in der achten Nebengruppe und
gehdrt zu den sogenannten d-Block-Elementen. Es besitzt 8 Valenzelekt-
ronen, die sich im Grundzustand alle in den entarteten 3d Orbitalen befin-
den. Das im reduktiven Milieu der Zelle etablierte Fe**-Ion besitzt dem-
nach noch 6 Valenzelektronen, welche sich ebenfalls im Grundzustand in
den d-Orbitalen befinden und somit eine d® Konfiguration bilden. Nach der
18-Elektronen-Regel streben Ubergangsmetalle eine vollstidndige Fiillung
der Orbitale an, ein s-Orbital, drei p-Orbitale und finf d-Orbitale nehmen
hierbei 18 Elektronen auf. Hierzu bendtigt Eisen(II) 6 Elektronenpaare.
Das Eisen wird also sechsfach koordiniert, was einem Oktaeder und somit
einer Annaherung der Liganden in Richtung der Koordinatenachsen ent-
spricht. Dies fUihrt nach der Ligandenfeldtheorie dazu, dass die funf vorher
entarteten d-Orbitale (siehe Abb. 2) nun nicht mehr entartet sind. Sie
werden aufgrund der interelektronischen AbstoBung mit dem Ligandenfeld
alle energetisch angehoben. Im kugelsymmetrischen Feld wurden alle Or-
bitale um den gleichen Betrag angehoben, aufgrund der Oktaederanord-
nung und der jeweiligen Symmetrie des betreffenden Orbitals werden das
3dyy-, 3dx.~ und das 3d,,-Orbital (3-fach entartet), welche zwischen den
Koordinatenachsen liegen, energetisch weniger angehoben (tyg-
Symmetrie); hingegen werden das 3dyx%,%- und das 3d,*-Orbital, welche
langs der Koordinatenachsen liegen, starker angehoben (2-fach entartet,
eg-Symmetrie).[*>]

Die drei tyg—Orbitale liegen immer - auf Grund des Schwerpunksatzes - um
4 Dqg oder 0.4A gunstiger als alle Orbitale im kugelsymmetrischen Feld lie-
gen wurden, die beiden e4 — Orbitale liegen immer 0.6A, oder 6 Dg un-
glnstiger, als die Orbitale im kugelsymmetrischen Feld liegen wirden.

Der in Abb. 3 beschriebene Unterschied zwischen den beiden Orbitalgrup-

pen betrégt also A oder 10 Dg°.

310 Dq berechnen sich nach 10 Dg = f. x gu mit fi = Ligandabhéngiger Feldfaktor mit

dimensionslosen Werten von 0.7 bis 1.7 f und gu = ,,g-Faktor" in 10° cm™.
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Abb. 2: Valenzorbitale der d-Block-Elemente (Bild enthommen aus Lit. [45])
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Die Lage der jeweiligen Liganden in der spektrochemischen Reihe zeigt die
relative GrdBe dieser sogenannten Ligandenfeldstabilisierungsenergie
(LFSE) an. Ist diese Ligandenfeldstabilisierungsenergie gréBer als die zu-
gehdérige Spinpaarungsenergie, spricht man von /low-spin Komplexen, ist
sie niedriger, spricht man von high-spin-Komplexen, welche paramagne-
tisch sind. Elektronegativere Liganden bieten ein schwacheres Liganden-
feld, die Art der Bindung besitzt eher ionischen Charakter. Man spricht
hierbei auch von outer-sphere-Komplexen. Ferroin beispielsweise,
Fe(phen)s ist ein low-spin- oder auch inner-sphere-Komplex. Der in der
spektrochemischen Reihe weit oben stehende Ligand 1,10-Phenanthrolin,
ein zweizdhniger Chelator, bietet eine LFSE, die selbst beim eher zu outer-
sphere-Komplexen neigenden Eisen (II) die Spinpaarungsenergie mehr als
kompensiert. Es handelt sich um eine Bindung mit lberwiegend kovalen-
tem Charakter, wobei dieser Bindungstyp generell als koordinative Bin-

dung bezeichnet wird.[*®!

1.3 Das chelatisierbare Eisen und dessen Nachweis

In der Zelle liegt das Eisen nicht nur an Funktionsproteine und im Ferritin
gebunden vor, es existiert auch ein Eisenlibergangspool. Man spricht von
Jfreiem", ,niedermolekularem®, ,redox-aktivem" und , katalytisch aktivem"
Eisen. Der Begriff, der am besten den Ubergangspool beschreibt, ist ,,che-
latisierbares" Eisen. Es handelt sich hierbei um keine statische GréBe, son-
dern um ein streng reguliertes Gleichgewicht.

Die bisherigen quantitativen Nachweise dieses chelatisierbaren Eisens las-
sen sich in disruptive und nicht-disruptive Methoden unterteilen: bei den
disruptiven Methoden werden Zellen homogenisiert (mechanisch) oder ly-
siert (chemisch), es folgen HPLC-Trennverfahren!t® !, spektrophotometri-
schel*”! Nachweise eines Komplexes mit z.B. Phenanthrolin, Ultrafiltration
(mit anschliessendem Bleomycin-Assay)® 41 ESR- oder AAS-
Methoden!®’- *°!, Hierbei ist die Unterscheidung zwischen chelatisierbaren
und Speichereisen schwierig, da durch das intensive Einwirken auf die Zel-

le durch deren Zerstdérung eine Situation fur die Zelle entsteht, die Einfluss
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auf den Eisenhaushalt haben kann. Eisen kann auch bei abgestorbenen
Zellen durch aktivierte Proteasen aus Ferritin abgebaut werden.

Die nicht-disruptiven Methoden unterscheidet man in avital und vital. Auch
mit der avital angewandten ESR-Spektroskopie erfasst man nur paramag-
netisches Eisen (hauptsachlich Fe(IIl), aber auch high-spin Fe(II)). Bei
vital angewandten Radioaktivmethoden wird das chelatisierbare Eisen ge-
gen °°Fe oder *°Fe ausgetauscht!®); hierbei trégt extrazellulares, der Zelle
anhaftendes Eisen zur Masse bei und die Austauschzeit ist schwer einzu-
schatzen. Fluoreszenzspektroskopische Methoden haben den Vorteil, we-
nig invasiv zu sein und eine hohe Empfindlichkeit aufzuweisen.t® 7+ 10: >1]
Die subzelluldare Verteilung, sowie die Einflussfaktoren auf das zellulare
chelatisierbare Eisen sind noch nicht vollstandig geklart. Man ging bis vor
wenigen Jahren allgemein lediglich von einem cytosolischen Pool chelati-
sierbaren Eisens aus.[® 1% Es gibt indirekte und mittlerweile auch direkte
Hinweise auf Eisenpools auch in anderen Kompartimenten, wie den Mito-
chondrien.

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Phengreen SK™ wurde das chelatisier-
bare Eisen in Hepatozyten von Ratten quantifiziert. Dort lag die Konzen-
tration chelatisierbaren Eisens bei 5.8 + 2.6 uM im Zytosol und bei min-
destens 4.8 uM flr die Mitochondrien. FlUr den Zellkern lag die Konzentra-
tion bei 6.6 £ 2.9 uM. FlUr Leberendothelzellen von Ratten wurden diese
Werte noch Ubertroffen: beim Zytosol lag die Konzentration chelatisierba-
ren Eisens bei 7.3 + 2.6 uM, fir den Kern bei 11.8 + 3.9 uM und flr das
Mitochondrium bei 9.2 + 2.7 uM. In einer kleinen Subpopulation der Endo-
somen und Lysosomen betrug die Konzentration an chelatisierbarem Eisen
sogar 16 + 4 uM, wobei zu beachten ist, dass die jeweilige Eisenkonzentra-
tion in den jeweiligen Kompartimenten je nach Zell- und Umweltsituation
stark variieren kann.[®]

Es sprechen auch der Einbau von Eisen(II) in Protoporphyrin IX als letzter
Schritt der Hdmsynthese und der Einbau von Eisen(II) in eisenhaltige, mi-
tochondriale Proteine fir einen mitochondrialen Eisenpool. Ebenso spre-

chen weitere Indizien fur einen lysosomalen Pool chelatisierbaren Eisens.
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Durch Autophagozytose aufgenommene Mitochondrien sowie aufgenom-
menes Ferritin fihren zu einem hohen Gesamteisengehalt im Lysosom.
Von diesem Gesamteisen kommt es vermutlich zu einer Abgabe von che-
latisierbarem Eisen ins Zytosol.[>?>*! Es liegt also nahe, dass sich auch im
Lysosom ein eigener Pool chelatisierbaren Eisens befindet. Erhéht man
den pH-Wert des Lysosoms durch Zugabe von Ammoniumchlorid ins Zell-
medium - NH4* ist nicht membranpermeabel, deshalb passiert ausschlieB-
lich das zu ihm im Gleichgewicht stehende Ammoniakmolekll NHs die ly-
sosomale Membran, wird dort beim dort vorherrschenden niedrigen pH-
Wert protoniert, kann als Ammonium das Lysosom nicht mehr verlassen
und erhdht so den pH-Wert innerhalb des Lysosoms - auf etwa pH = 6,
kommt es zu einer Verhinderung des intralysosomalen Abbaus der eisen-
haltigen Metalloproteine durch die spezialisierten lysosomalen Proteasen,
deren pH-Optimum bei etwa pH = 4 - 5 liegt.[>®! Als Folge einer solchen
Vorgehensweise wurde eine Senkung des Pools chelatisierbaren Eisens im
Lysosom, der wahrscheinlich als Quelle chelatisierbaren Eisens der Zelle
dient, vermutet, da die Behandlung mit Ammoniumchlorid nach einer In-
kubationszeit von vier Stunden, die bendtigt wird um das Ammoniumchlo-
rid in die Lysosomen gelangen zu lassen und einer Nachinkubationszeit
von zwei Stunden, um eine Ammoniakbeladung nur der Lysosomen, nicht
aber der Endosomen zu erreichen, einen starken Schutz gegen oxidations-
induzierten Zelltod nach Wasserstoffperoxidzugabe bietet. Eine Inkubati-
onszeit von 15 Minuten zeigt diesen Schutz nicht. Zugabe von sogenann-
ten ,spin-traps" zum ESR-spektroskopischen Nachweis von Hydroxylradi-
kalen zeigten bei der Probe, die flr vier Stunden mit Ammoniumchlorid
inkubiert wurde, keine nachweisbaren Addukte der ,spin-traps® mit
Hydroxylradikalen. Dieselben Beobachtungen lassen sich machen, wenn
statt Ammoniumchlorid Desferrioxamin (DFO, Desferrioxamin (Abb.1) wird
auch Desferal® genannt und besitzt eine Bruttokomplexbildungskonstante
logB(Fe3**) von 30.6 und eine Bruttokomplexbildungskonstante logg(Fe**)
von 10.3)P*®! zugegeben wird; hierbei wird nicht die Freisetzung chelati-

sierbaren Eisens verhindert, sondern das freigesetzte Eisen, das dem che-
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latisierbaren Eisenpool zugefuhrt wird, wird chelatisiert und steht fir Re-
aktionen mit Wasserstoffperoxid nicht mehr zur Verfiigung.[®* DFO soll
durch Endozytose in die Zelle gelangen, um sie zu schiitzen®”? und DFO
soll laut Cable et al. nicht ins Zytosol''*! gelangen (diese Aussagen wurden
in der Literatur”! widerlegt), was die Wichtigkeit des endosomalen und
des lysosomalen chelatisierbaren Eisens bei der oxidativen Schadigung
von Zellen unterstreichen soll. Einige Forscher gehen davon aus, dass ly-
sosomales Eisen eine Schlisselrolle bei der oxidativen Zellschadigung
spielt.[t417]

Das eisenbindende Siderophor Desferal wird in der Medizin als Medika-
ment bestimmter Formen humaner Eisenspeicherkrankheiten verwendet.
Alle sechs Koordinationsstellen des Eisens werden besetzt, eisenkataly-
sierte Redoxreaktionen sind somit fir das chelatisierte Metallkation nicht
maoglich. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass die Eisenchelatisierung
durch DFO zu einer dosisabhangigen Inhibierung der Zellproliferation
fihrt.[°”) Des weiteren wurde eine irreversible Schadigung der Dopamin-
funktion bei Ratten mit Eisenmangel wahrend der neonatalen Periode

nachgewiesen,!*®!

1.4 Die oxidative Phosphorylierung

Um die schadlichen Wirkungen des Eisens zu verstehen, muss man zu-
nachst den Weg des Sauerstoffs in der Zelle betrachten, der sich als Para-
doxon darstellt. Zum einen ist Sauerstoff absolut notwendig flir aerobes
Leben (also fur fast alle auf der Erde vorkommenden Lebewesen, von ei-
nigen Mikroorganismen abgesehen), andererseits ist er durch seine hohe
Reaktivitat an schadigenden Prozessen beteiligt.

Der in der Atmosphare molekular vorkommende Sauerstoff wird fir die
bei aeroben Lebewesen als Hauptenergielieferant genutzte oxidative
Phosphorylierung benétigt, die in der mitochondrialen Atmungskette ab-
lduft. Die hierflr bendtigten Reduktionsmittel, Nicotinamidadenindinukleo-
tid (NADH) und Flavinadenindinucleotid (FADH,), die Molekile mit jeweils

einem Elektronenpaar groBen Reduktionspotentials sind, entstehen in der
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mitochondrialen Matrix im Anschluss an die Glykolyse im Zytosol (bei der
das fur die oxidative Phosphorylierung wichtige Pyruvat entsteht), der

Fettsaureoxidation und im Citratzyklus.

’7 Cytochrome j
NADH + H* FADHX b X c! )< al H,O
NAD FAD b M a)< 1, 0,
Ep -0.32V -0.06 V -0.04V  +0.25V +0.29V +0.82V

AG [keal] -11.9 1.1 9.9 1.8 -23.9

| |

Ausschleusen von H*

|

ATP

Abb. 4: Ubersicht der Atmungskette

NADH und FADH, reduzieren den aufgenommenen Luftsauerstoff Uber ei-
ne Reihe von Elektronencarriern. Die bei diesem Redoxvorgang freiwer-
dende Energie wird fur die ATP-Synthese benutzt. Dieser Vorgang ist die
,oxidative Phosphorylierung"® und findet bei Eukaryoten in der inneren
Membran der Mitochondrien, die an die mitochondriale Matrix angrenzt,
statt. Die ATP-Synthese ist durch einen Protonengradienten Uber die inne-
re Mitochondrienmembran mit dem Elektronenfluss durch drei asymmet-

risch orientierte Transmembrankomplexe vom NADH oder FADH, zum O3
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gekoppelt (Abb. 4).1%%] Hierbei werden Protonen aus der Mitochondrien-
matrix hinausgepumpt, so dass ein Membranpotential entsteht. ATP wird
beim ZuruckflieBen der Protonen in die Mitochondrienmatrix gebildet; der
Komplex wird als ,,ATP-Synthase" bezeichnet. Das grundlegende Prinzip ist
die Ubertragung freier Energie durch Protonengradienten.[®%

Die zuvor erwahnten Elektronencarrier sind die Enzymkomplexe der At-
mungskette. Es werden zunachst Elektronen vom NADH auf die prostheti-
sche FMN-(Flavin-mono-nucleotid)-gruppe der NADH-Q-Reduktase (Kom-
plex I), die auch Eisen-Schwefelzentren enthalt, ibertragen, um anschlie-
Bend Ubichinon zu Ubichinol zu reduzieren, wobei im Komplex II Succinat
zu Fumarat oxidiert wird und hierbei ebenfalls als Reduktionsmittel flr
Ubichinon dient.

Im Anschluss daran wird dieser hochbewegliche, hydrophobe carrier durch
den Komplex III (Cytochrom-Reduktase), der unter anderem aus den Cy-
tochromen b und c; sowie einem Fe-S-Zentrum besteht, oxidiert. Beim
nachsten Komplex dient Cytochrom c, ein wasserldsliches peripheres
Membranprotein, wie Cytochrom Q (Ubichinon) ein beweglicher Elektro-
nencarrier, als Elektronenlbertrager von der Cytochrom-Reduktase zur
Cytochromoxidase, dem Komplex IV, der neben den Cytochromen a und
as auch zwei Kupferionen enthalt. Komplex I, II und IV sind in der Lage,
Protonen von der Matrix- zur Zytosolseite zu pumpen (es entsteht ein ApH
von etwa 1) und es wird ATP mittels zurtckflieBender Protonen durch die
ATP-Synthase synthetisiert (Abb.5)®,

Hierbei ist es von Bedeutung, dass durch die Ausbildung eines pH-
Gradienten ein Ladungsgradient mit einem Membranpotential von etwa
150 mV erzeugt wird,!®!! der durch den ATP-Synthase-Komplex genutzt

wird.[60]
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Abb. 5: Die ATP-Synthase (Bild entnommen aus Lit.
[601)

Bei all diesen Redoxreaktionen, bei denen letztendlich molekularer Sauer-
stoff zu in Wasser gebundenem Sauerstoff reduziert wird, kommt es
zwangslaufig zu Nebenreaktionen. Eine dieser unerwinschten Nebenreak-
tionen ist die direkte Ubertragung eines einzelnen Elektrons auf ein Sauer-
stoffmolekil, wobei das Superoxidradikalanion entsteht. Etwa 1-2% der
Elektronen gehen der mitochondrialen Transportkette auf diese Weise
~verloren®. Hauptquelle flr dieses Anion scheint das in der Atmungskette
im Komplex III intermediar auftauchende Semiubichinon (Abb. 6) zu
sein.!®?! Dieser Elektronenverlust ist in den meisten Zellen verantwortlich

fur etwa 90% des entstehenden reaktiven Sauerstoffs. 63!
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Semiubichinon Ubichinon

Abb. 6: Generierung des Superoxidradikal-Anions durch Semiubi-

chinon in der mitochondrialen Atmungskette.
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1.5 Reaktionen des Eisens in der Zelle

Die pathologisch bedeutsamste Reaktion des Eisens in der Zelle ist die
~Fenton-Reaktion".
Fe?* + H,0, -~ Fe3* + ‘OH + OH (1)

In der Zelle lauft diese Reaktion unter Beteiligung des dort vorhandenen
(in Nebenreaktionen der oxidativen Phosphorylierung gebildeten) Super-
oxidradikals O, ~ als Teilreaktion ab und ergibt sich mit Teilgleichung (2),
in der das Eisen(II) durch das Superoxid zurtickgebildet wird, zur ,Haber-
Weiss-Reaktion" (3)%

Fe’* + 0,7 - Fe?™ + O (2)
Fe?* + H,0, - Fe3" + "OH + OH’ (1)
02'7 + HO, - "OH + OH + O, (3)

Diese Reaktion (3), welche in deutlich geringerem MaBe auch durch ande-
re Metallkationen wie Cu*, Ti** und Co?* katalysiert wird,!®*! ist in der Zel-
le die Hauptquelle der generierten Hydroxylradikale. Es wurde mehrfach
nachgewiesen, dass Reaktion (3) in nennenswertem Umfang nur kataly-
siert ablauft,[56-5°]

Das Superoxidradikalanion, Wasserstoffperoxid und das Hydroxylradikal
gehéren - zusammen mit dem Singulettsauerstoff '0,, dem Stickstoffmo-
noxid NO* und dem Peroxynitrit ONOO™ - zu den wichtigsten biologischen
.reaktiven Sauerstoffspezies™ (,ROS", reactive oxygen species).

Die Herkunft des in der Haber-Weiss-Reaktion bedeutsamen Superoxidra-
dikalanions ist (neben dem bereits in Abb. 4 beschriebenen nicht-
enzymatischen Weg durch die Semiubichinon-Verbindung der mito-
chondrialen Atmungskette) eine durch NADPH-Oxidase, Xanthin-Oxidase
und ahnliche Enzyme eingeleitete Ein-Elektronen-Reduktion des Triplett-
sauerstoffs 0, dem Grundzustand des molekularen Sauerstoffs.!”! Es
existieren somit zahlreiche Herkunftmdglichkeiten flir das Superoxidradi-

kalanion, wobei in den meisten Zellen die mitochondriale Atmungskette
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die bedeutendste ist.l”!! Obwohl die Synthese des Superoxidradikalanions
auch gezielt stattfinden kann (in Granulozyten werden durch den, mittels
membrangebundener Enzymkomplexe der NADPH-Oxidase katalysierten,
Transfer eines Elektrons von cytosolischem NADPH auf extrazelluldren
Sauerstoff im Verlauf des ,respiratory burst" gebildete Superoxidradikal-
anionen zur gezielten Bakterienabwehr benutzt!*®)), ist dieses zu den
~ROS" gehdrende Molekil potentiell schadlich. Es entsteht in der Haber-
Weiss-Reaktion daraus das Hydroxylradikal. Daher existiert ein kdrperei-
genes Abwehrsystem; Superoxiddismutasen (SOD) katalysieren enzyma-
tisch die Umwandlung des Superoxidradikalanions in Wasserstoffperoxid
und (Triplett)-Sauerstoff.[”?!

20"+ 2 H" - 0, + H0, (4)

1.6 Die Mechanismen und Auswirkungen der eisenvermittelten
Zellschadigungen durch Bildung und Veranderung reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS)

Molekularer Sauerstoff tritt auf der Erde erst seit etwa einer Milliarde Jah-
ren auf. Mit dem Auftreten Photosynthese treibender Lebewesen wurde
molekularer Sauerstoff schnell zu einem Hauptbestandteil der Atmospha-
re. Der Hauptgrund daflr, dass dieser nicht alle biologische Materie ein-
fach oxidiert, liegt an einer Eigenart dieses Molekdls: es liegt im Grundzu-
stand in einem Triplettzustand mit ungepaarten Elektronen vor. Die Inver-
sionszeit ist lang gegen die Kontaktzeit mit Redoxpartnern, die in einem
Singulettgrundzustand vorliegen.

Es liegen in der Zelle aber neben 0, auch ROS vor. Neben den genannten
Herkunftsmoglichkeiten ist eine weitere Quelle des Superoxidanions die
Oxidation der Ferrohdmgruppe (Fe®*) im Hamoglobin zum Ferrihdm (Fe**)
durch 0. Aus Grinden der Okonomie der Ressourcen existieren zahlrei-
che Schutzmechanismen gegen diese ROS. Das Superoxidradikal-Anion
wird durch die Superoxiddismutase (SOD) abgebaut, Wasserstoffperoxid

wird durch Katalase zu Wasser und Triplettsauerstoff abgebaut.
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Es scheint, dass unter normalen physiologischen Bedingungen genigend
protektive Enzyme und andere schitzende Molekile in einer Zelle synthe-
tisiert werden. Dies bedeutet, dass unter den Bedingungen hohen oxidati-
ven Stresses entweder eine adaptive Antwort erfolgen muss oder oxidati-
ver Schaden auftritt. Es existiert ein Gleichgewicht zwischen der anti-
oxidativen Kapazitdt und den zahlreichen pro-oxidativen Faktoren,!”3! bei
dem allerdings meist die pro-oxidativen Krafte leicht Gberwiegen, da eine
zeitliche Verzbégerung durch die Bildung der anti-oxidativen Molekule ent-
steht. Kommt es gar zu einem massiven Anstieg der oxidativen Spezies in
sehr kurzer Zeit, kann es zu einer ,Uberwéltigung" des anti-oxidativen
Systems kommen; dieses kann zu ernsthaften pathologischen Konsequen-
zen flihren. So kann die Exposition von 1 ppm Ozon flr zwei Stunden gro6-
Beren permanenten Schaden verursachen als die Exposition von Triplett-
sauerstoff Uber viele Jahre.

Wie bereits erwahnt, ist die Bildung von ROS nicht immer unerwlnscht:
Leukozyten téten Bakterien und Tumorzellen durch Bildung des Super-
oxidradikalanions. Das bereits erwahnte Hydroxylradikal reagiert mit der
Mehrzahl sogar (nahezu) diffusionskontrolliert mit nahezu jeder Art von
Molekul Gber verschiedene Mechanismen. Durch diese hohe Reaktivitat ist
dieses Molekll auch schwer nachzuweisen. Man kann davon ausgehen,
dass die Anzahl der gebildeten Hydroxylradikale annahernd gleich der An-
zahl der Reaktionen mit Biomolekilen ist. Die Konzentration an freiem
Hydroxylradikal in der Zelle ist daher sehr gering (in den meisten Fallen
nicht mehr als etwa 107! M).[74]

In wassriger Losung von Biomolekilen kommt es zu Additionsreaktionen
(Abb. 7, Reaktion 1) und Wasserstoffatomabstraktionen (Reaktion 2),
teilweise gefolgt von 0O,-Additionen (Reaktion 3), welche wiederum Was-
serstoffatome anderer Biomolekiile abstrahieren (Reaktion 4).[74 Eine wei-
tere Reaktion ist der direkte Elektronentransfer von Biomolektllen auf das
Hydroxylradikal (Reaktion 5) mit anschlieBender Protononenlbertragung

vom radikalischen Biomolekul auf das Hydroxylion (Reaktion 6).



23

(1) » HROH

OH+RH_ (2 . O . .
—~ R —25 roO P> R+ ROOH

(5) (3) (4)

_ (6
RH™ + OH O, R+ H,0

Abb. 7: Typische Reaktionen des Hydroxylradikals

Die Weiterfihrung der Reaktionskette ist ein Grund dafir, dass die durch
das Hydroxylradikal erzeugten Schaden trotz seiner hohen Reaktivitat in
groBer Entfernung von dessen Generierung und vom Entstehungspunkt
seiner Initialreaktionsprodukte auftreten kénnen.

In der komplexen Umgebung eines Zellinneren spielen jedoch Oberfla-
chenbegebenheiten der Organellen, elektrische Ladungen und Bindungsei-
genschaften der Proteine, Membranen, Nukleinsdauren und anderer Biomo-
leklle ebenso eine wichtige Rolle bei AusmaB und Natur dieser Schaden
wie das Vorkommen der bereits erwdhnten Ubergangsmetalle und deren
Chemie. So miussen Eisen(III) und Kupfer(II) erst ihrerseits — durch bei-
spielsweise Ascorbinsdure, niedermolekulare Sulfhydryle!”®! oder Xenobio-
tica, wie Paraquat!’® - reduziert werden um aus Wasserstoffperoxid
Hydroxylradikale zu generieren. Die Reduktion von Eisen an bestimmten
Stellen selbst kdnnte bereits nach bislang ungeklartemm Mechanismus zu
Schaden fithren,!”! aber in den meisten Fallen scheint Wasserstoffperoxid
unabdingbar zu sein. Die Bindung des Metallkations an bestimmte Stellen
scheint hierbei durch die dortige Entstehung des Hydroxylradikals den
Schadigungsort vorzugeben.

Es existiert eine, der Uber das Hydroxylradikal vermittelten oxidativen
Schadigung widersprechende Theorie. Sie wird unter anderem darauf be-
grindet, dass die oxidative Schadigung von Biomolekllen nicht immer
durch zugesetzte Hydroxylradikalfinger verhindert werden kann.!””) Dies
kann aber auch damit erklart werden, dass flir eine hundertprozentige

Wahrscheinlichkeit des vollstandigen Abfangens aller Hydroxylradikale die
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Konzentration des Radikalfangers am Entstehungsort der Hydroxylradika-
le, die diffusionskontrolliert mit jeglicher Art von Biomolekil reagieren,
unrealistisch groB sein musste.!

Ein weiteres Argument gegen die Theorie der Schadigung Uber das Hydro-
xylradikal ist die Tatsache, dass auch ein Zusatz von Katalase nicht in je-
dem Fall eine inhibierende Wirkung zeigt. Dies geschah im Falle einer
nicht durch Katalase inhibierten Lipidperoxidation. Es wurde die Kinetik
von mikrosomalen oder liposomalen Peroxidationen in Gegenwart von Ei-
sen(Il)- und/oder Eisen(Ill)-Salzen mit dem Ergebnis untersucht, dass
diese Reaktion auch durch einen Fe?*/Fe3*-Sauerstoffkomplex gestartet
werden kann.!”8! Andere Autoren kamen sogar zu dem Schluss, dass Ei-
sen-zentrierte Radikale (Ferryl- oder Perferryl-Radikale) zumindest im Fal-
le der Lipidschadigung und der Destabilisierung von lysosomalen Membra-
nen als erheblich wahrscheinlicher anzunehmen sind als Hydroxylradika-
le.l”®] In diesen Ferrylen wiirde das Eisen die formale Oxidationsstufe Fe*!V
annehmen: (89 811

Fe** + H,0, -~ Fe=0*" + OH™ (5)

In jedem Falle war das Vorhandensein von Eisen unabdingbar.

1.6.1 SCHADIGUNGEN DER LIPIDE DURCH PEROXIDATION

Die Lipide der Membran, welche Doppelbindungen besitzen - insbesondere
mehrfach ungesattigte Fettsauren (PUFA, polyunsaturated fatty acids),
sind am zuganglichsten fir oxidative Schadigungen durch Hydroxylradika-
le.[82] Djese Peroxidationen an ungesattigten Fettsdureresten laufen unka-
talysiert ab, werden aber auch durch endogene Membranproteine kataly-
siert.!8% 831 Djese Reaktionen laufen nach den Reaktionsgleichungen (1-4)
ab, deren weitere Produkte sind beispielsweise zyklische Endoperoxide!®¥,
welche Anderungen in der Membranstruktur bewirken. Diese wird zumeist
starrer, die Aktivitat einiger essentieller Membranproteine wie der Na/K-
ATPase verandert sich und damit die Ionenpumprate.

Zwei definierte Endprodukte dieser Lipidperoxidation sind Malondialdehyd
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und 4-Hydroxynonenal. Beiden Molekllen wird aufgrund ihrer bekannten
Reaktion mit kritischen Biomolektllen eine Schlisselrolle bei der Entste-
hung einiger pathologischer Befunde zugewiesen. Speziell flir Malondial-
dehyd ist die Reaktion mit Nukleinsduren nachgewiesen,!®! was zur Can-
cerogenese flihren kann. Fur 4-Hydroxynonenal wird die Reaktion mit LDL
(low density lipoprotein) vermutet, was unter anderem als beitragender
Prozess zur Arteriosklerose diskutiert wird.

Die Schadigung lysosomaler Membranen kann den moderaten Zufluss ly-
sosomaler hydrolysierender Enzyme zur Folge haben. Dies kann unter an-
derem eine Apoptose der Zelle und die Aktivierung der Kaspase-Kaskade
zur Folge haben. Im Falle eines Zusammenbruchs lysosomaler Membranen
mit einer Freisetzung entsprechend hdéherer Mengen an hydrolytisch wir-
kenden Enzymen hat dies meist die Nekrose der entsprechende Zelle zur
FO|ge.[16’ 17, 86]

Bei Ratten fuhrte die orale Beladung mit Eisencarbonylen zur Lipidperoxi-
dation. Die hepatischen Konzentrationen, die zur Schadigung flhrten, wa-
ren ein drittel bis ein halb so hoch wie die Konzentrationen, die zu mikro-
somaler Lipidperoxidation fiihrten,!®” 8! was auf eine erhéhte Anfalligkeit

mitochondrialer PUFA hinweist.

1.6.2 OXIDATIVE PROTEINSCHADIGUNG

Der Angriff von ROS auf Proteine kann zu vielen mdglichen Produkten flih-
ren. Hierbei wird unter anderem ein Prozess vermutet, der durch kontinu-

ierliche ROS-Zufuhr die Schadigungen vorantreibt.!®

Es beginnt mit
ortsspezifischen Lasionen wie dem Verlust von Histidinresten, der Einfluh-
rung von Carbonylgruppen durch oxidative Desaminierung und die Bildung
von proteinzentrierten Alkyl-, Alkoxylperoxyl und Alkoxylradikalen und
fuhrt Uber Fragmentierungen zu Querverknupfungen der Proteine unter-
einander (beispielsweise Uber Bityrosinbriicken) oder mit anderen Zell-
komponenten.[®%!

Es ist wahrscheinlich, dass feine Veranderungen in spezifischen Proteinen

signifikante biologische Konsequenzen haben. So flhrt beispielsweise die
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Oxidation eines aktiven Aminosaurerestes des oi-Proteaseinhibitors zu
dessen Inaktivierung. Somit kommt es zu einer starkeren Aktivierung
normalerweise hauptsachlich inaktiver Proteasen, was zu Zellschaden und
letztendlich zu einem Lungenemphysem fiihren kann.[°!!

Eine Aminosaureeinheit der Glutaminsynthase fuhrt bei Oxidation eben-
falls zu deren Inaktivierung. Dies kann zu einer Glutamatkonzentrations-
erhéhung fithren. Glutamat ist ein bekanntes Neurotoxin;°? dies kénnte

zu den Schaden beitragen, die bei einem Schlaganfall auftreten.

1.6.3 SCHADIGUNG DER NUKLEINSAUREN

Die Schaden, die durch Oxidation der Nukleinsauren auftreten, lassen sich
in zwei Grundformen unterteilen: Strangbriiche und Produkte aufgrund
von Modifikationen der Basen.®®) Superoxid erzeugt ebenso wie das
Hydroxylradikal Strangbriiche,’®¥ indem es die Ribosen angreift, mogli-
cherweise an den 3- und an 4’ - Positionen.®3! Dies ist die wohl haufigste
Einzelldsion und muss durch entsprechende Enzyme repariert werden,
damit die Zelle weiterhin normal funktionieren kann. Hierbei kann es zum
Fehleinbau von Basen kommen.

Bei der Oxidation von Basenresten sind die Bildungen von mindestens 60
DNA-Basen-Lasionen bekannt,®> °®! unter anderem die drei Modifikations-
produkte 8-Hydroxyguanin (8-OHdG), 5-Hydroxymethyluracil und Thy-
minglykol,!®3) wobei das Auftreten von 8-OHdG in der DNA auch durch
Einwirkung von Singulettsauerstoff (z.B. durch Methylenblau und Licht)
bekannt ist.[°”]

8-Hydroxyguanin spielt unter anderem eine Rolle bei der Karzinogene-
se.l3] So treten bei bekannten Karzinogenen, wie 4-Nitrochinolinoxid
(NQO) oder bei ionisierender Strahlung 8-OHdG auf;!®®! im Falle von NQO
treten 8-OHdG und NQO-Addukte im Verhaltnis von eins zu drei auf. Be-
handlung von Ratten mit KBrOs;, von dem bekannt ist, dass es Nierentu-
more erzeugt, rief eine groBe Menge 8-OHdG in der DNA des Zielgewebes
hervor.!®® Dies sind nur einige wenige der Indizien fiir eine krebsinduzie-

rende Wirkung des 8-Hydroxyguanins.
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Abb. 8: Reaktion des Hydroxylradikals mit der Base 2 “- Deoxyguanosin.*%]

Abb. 8 zeigt die Einwirkung von Hydroxylradikalen auf die Base 2’-
Deoxyguanosin (dGUO) und die daraus entstehenden primdren Radikale,
zu denen auch 8-Hydroxyguanin (8-OHdG) zahlt, in Abb. 8 als reduzieren-
des Radikal bezeichnet. Diese reagieren in der dargestellten Form weiter
zu den verschiedenen Endprodukten. Die der Abbildung zugrunde liegen-
den Untersuchungen wurden allerdings in Abwesenheit eines reduktiven
Milieus durchgefiihrt. 10!

Die Initiation von Krebs durch Hydroxylradikale wird durch weitere Indi-
zien angezeigt. Teflonscheiben, oder andere Gegenstande, die unter die
Haut von Tieren implantiert werden, fihren zur dortigen Entstehung von
Krebs. Leukozyten versuchen erfolglos, die Scheiben mit groBen Mengen

ROS anzugreifen und zu zerstbren; selbiges geschieht bei Asbestfa-
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sern.[%! Ionisierende Strahlung fiihrt ebenfalls zur Entstehung von DNA-
Schaden und auch zur Entstehung von ROS,3! was in kausalem Zusam-
menhang stehen kdénnte. Interessant in diesem Zusammenhang ist die
Tatsache, dass spezielle Eisenbindungsstellen an der DNA nachgewiesen
wurden.!t%! Es ist noch nicht bekannt, ob die Hydroxylradikale durch an
diese Bindungsstellen mit der DNA assoziiertes Eisen (oder auch Kupfer)
auch wirklich dort entstehen, wo dann auch die DNA-Schadigung stattfin-
det. !4 103-105] Hierbei wiirde das H,0,-Molekiil durch zelluldre Membranen
bis zum DNA-gebundenen Eisen diffundieren und sofort nach der durch die
Fenton-Reaktion (1) stattgefundenen *OH-Bildung die DNA schadigen.

Ein besonderes Augenmerk muss hier auf die mitochondriale DNA, die
mtDNA gelegt werden. Die ringférmigen DNA-Moleklle scheinen erheblich
empfindlicher zu sein als die ,normale®™ DNA, welche sich im Zellkern be-
findet. Die Mutationsrate liegt in Saugetieren bei mtDNA etwa 5-15-mal
hoher als bei Kern-DNA;!10110] hej sehr geringem Fluss exogen entste-
henden Wasserstoffperoxids kommt es im Falle der DNA-Schadigung aus-
schlieBlich zu einer mtDNA-Schadigung. Dies kann mehrere Ursachen ha-
ben. Zum einen kann das Mitochondrium selbst ROS generieren. Zum an-
deren kann der Gehalt chelatisierbaren Eisens in Mitochondrien héher lie-
gen als im Zellkern.!*'!] Neben einer héheren ROS-Bildungsrate kann es
aber auch an einem schwdacheren Schutz gegen ROS liegen. Dies ware
zum einen ein Mangel an - vor oxidativem Schaden bewahrenden - Histo-
nen, zum anderen langsamere und ineffektivere Reparaturmechanismen,
was von der Art der jeweiligen Schadigung abhangt.!*'?) Besonders gravie-
rend ist die Tatsache, dass der totale Betrag der mtDNA-Schadigung mit
dem Alter des Lebewesens ansteigt, neue Schadigungen bauen auf alten
Schaden auf, wobei die Gesamtmenge an mtDNA konstant bleibt.[113: 114]
Dies fuhrt dazu, dass sich im Skelettmuskel alterer Menschen kaum noch
PCR-Produkte voller Lédnge finden.[113-115]

Es stellt sich die Frage, wie mtDNA-Mutationen zum funktionellen Ausfall
von Organen wie dem Herzen fihren kénnen. Es zeigt sich, dass bei eini-

gen Individuen, bei denen 50% der mtDNA eine bestimmte Mutation einer
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Krankheit in sich trug, dies zu keinerlei Symptomen flhrte. Sobald der An-
teil der mutierten Gene auf 70 - 80% des Krankheitskomplexes anstieg -
oft waren sowohl Nervensystem als auch Muskeln wie das Herz involviert
- tauchten plétzlich Symptome einer Krankheit auf. Dies scheint der kriti-
sche Punkt zu sein.[116/ 117]

Dariber hinaus werden Mutationen der mtDNA auch bei einer Vielzahl
neurodegenerativer Erkrankungen diskutiert. Dazu zahlen die Parkinson-
sche Krankheit, Morbus Huntington, die Alzheimer Krankheit!*!® 1191 ynd
die verschiedenen Ataxien, welchen eine Stérung von Muskelbewegungen
gemein ist.

Es gibt indirekte Hinweise fir die Wichtigkeit der Eisenakkumulation im
generellen Alterungsprozess selbst. So kann die Lebensspanne von Dro-
sophila melanogaster durch Inhibierung der Eisenabsorption bis Uber 20%
verlangert werden.!*?%! Ahnliche Beobachtungen konnten bei Hausfliegen,
die mit dem Chelator Diethyldithiocarbamat versorgt wurden, gemacht
werden.!*?% Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse kann man den patho-
logischen Effekt des Eisenlberschusses als beschleunigte Alterung inter-

pretieren.

1.6.4 SCHADIGUNGSPROZESSE UNTER BETEILIGUNG DES LYSOSOMALEN, CHELATISIER-

BAREN EISENS

Bei oxidativem Stress durch erhdhte Wasserstoffperoxidkonzentrationen
kommt es im sauren vakuolischen System der Endosomen und der Lyso-
somen zu Schadigungen der Organellmembranen. Diese beruhen auf Re-
aktionen nach den in 1.6.1 beschrieben Typen, die mit Ubergangsmetall-
katalysierten Fenton-Reaktionen beginnen und peroxidativ die Membran
destabilisieren. Moderate Schadigung der Membran kann zur Apoptose
fihren, ein groBerer Schaden zur Nekrose. In beiden Fallen kommt es zum
einen zu einem Verlust an hydrolytischen Enzymen und zum anderem zu
einem AusflieBen chelatisierbaren Eisens.!'> 1?11 Die Schadigungen der Ly-

sosomen kdnnen als erster Schritt zu einer oxidativen Schadigung der
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nDNA fithren.[®®> 371 vor diesem Hintergrund wurde der Mechanismus die-
ser Kaskade untersucht. Um eine entscheidende Wirkung der ins Zytosol
gelangten Hydrolasen auszuschlieBen, wurden durch Zugabe des lysoso-
motropen Detergens O-Methyl-serin-dodecylamin-hydrochlorid (MSDH)
Hydrolasen aus den Lysosomen dem Zytosol zugeflihrt. Dies zeigte, dass
ausschlieBlich Membranschadigungen durch oxidativen Stress zur Apopto-
se, bzw. zur Nekrose flihrten. Es zeigten sich auch kaum frihe nDNA-
Schadigungen. Sowohl die Apoptose, als auch die Nekrose konnten durch
Zugabe des Eisenchelators DFO unterbunden werden, der die metallkata-
lysierte Fenton-Reaktion durch Inaktivierung des chelatisierbaren Eisens
unterbindet. DFO wird wahrscheinlich nicht nur Uber den Endozytoseweg
aufgenommen und verbleibt méglicherweise nicht im lysosomalen Kom-
partiment.!*> 2] Um sicherzustellen, dass dieser Schutz von DFO ausgeht,
welches sich im Lysosom befindet, wurde ein HMM-DFO-Komplex (hoch-
molekulares DFO, welches an ein hydroxyethyliertes Starkerlckgrat ge-
kuppelt wurde) mit einer molekularen Masse von etwa 75 kDa anstelle des
niedermolekularen DFO benutzt. Neutrale Komplexe hoher Masse werden
per FlUissigphasen-Endozytose aufgenommen. Das modifizierte Starke-
rickgrat verbleibt unabgebaut im Lysosom. Diese Vorgehensweise fuhrt
ebenfalls zu einem Schutz vor Zellschadigungen durch oxidativen Stress.
Die Beobachtung, dass die meisten H,0,-induzierten nDNA-Schaden durch
das Chelatisieren hauptsachlich des Eisens im endosomalen- und lysoso-
malen Kompartiment verhindert werden kénnen, lasst die Vermutung zu,
dass dieses Kompartiment eine Grundvorraussetzung fur diese Art der
Schadigung ist. Diese Untersuchung ist ein Indiz fUr die Wichtigkeit des

lysosomalen Eisens fur intrazellulare Schadigungsprozesse.



31

1.7 Grundlagen der Fluoreszenz

Auf Grund der geringen Invasivitat und der hohen Empfindlichkeit ist die
Fluoreszenzmikroskopie die Methode der Wahl zur Quantifizierung chelati-
sierbaren Eisens in lebenden Zellen. Um das chelatisierbare Eisen diskre-

ter Zellkompartimente zu quantifizieren, ist ausschlieBlich diese Methode

geeignet
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Abb. 9: Jablonski-Termschema einiger strahlender und strahlungsloser Prozesse bei

Fluoreszenzfarbstoffen.

Abb. 9 zeigt die Absorption eines Lichtquants (Photon) zu einem elektro-
nisch angeregten Zustand (bez. mit Sp, Si, S, usw.) mit den verschiede-
nen Schwingungszustanden.*??) Normalerweise findet Absorption nur vom
Schwingungsgrundzustand des elektronischen Grundzustandes in die ver-
schiedenen Schwingungszustande der elektronisch angeregten Zustande
statt. Eine Ausnahme sind heisse Banden. Da sich aber bei Raumtempera-
tur 99% der Moleklle im Schwingungsgrundzustand des elektronischen
Grundzustandes befinden, sind diese bei Temperaturen auch um 37°C
kaum sichtbar.

Emission findet normalerweise nur vom Schwingungsgrundzustand des
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ersten elektronisch angeregten Zustands in die verschiedenen Schwin-
gungszustande des elektronischen Grundzustandes statt (Ausnahme: Azu-
len vom Schwingungsgrundzustand des zweiten angeregten Zustands zum
Schwingungsgrundzustand des elektronische Grundzustandes).

Man sieht im Absorptionsspektrum die verschiedenen Ubergdnge 0-0,
0-1, 0-2 usw., im Emissionsspektrum ebenso. Von hdheren elektronisch
angeregten Zustanden aus findet man internal conversion, einen strah-
lungslosen Ubergang ohne Energieabgabe in energetisch gleichwertige ho-
he Schwingungsniveaus niedriger elektronisch angeregter Niveaus. Vom
Schwingungsgrundzustand des S; zu Sy ist aufgrund der gréBeren Term-
abstande eine internal conversion benachteiligt, was Fluoreszenz Uber-
haupt erst mdglich macht.

Innerhalb eines elektronisch angeregten Zustandes findet man die
Schwingungsrelaxation. Durch intermolekulare StéBe konvertiert das Mo-
lekdl in niedrigere Schwingungsniveaus innerhalb der jeweiligen elektro-
nisch angeregten Zustande. Die Energie wird als Translations- oder
Schwingungsenergie iUbernommen.

Weil die Schwingungszustande in den verschiedenen elektronisch ange-
regten Zustanden die gleiche Struktur zeigen, sind Absorptions- und Emis-
sionsspektrum spiegelsymmetrisch (Abb. 10) und zeigen die Stokes-
Verschiebung, bei der die Emission in den langwelligen Bereich verscho-
ben ist; auch der 0-0 Ubergang bei der Emission kann ins Langwellige
verschoben sein.!'?%

Dies kann zum einen an Reabsorptionseffekten liegen, wobei der kurzwel-
lige Anteil herausgefiltert wird und der Peak der Bande ins Langwellige
verschoben wird. Zum anderen kdnnen die angeregten Zustande ein star-
keres Dipolmoment auf Grund starker Beteiligung der zwitterionischen
Strukturen aufweisen. Polare L6ésungsmittel orientieren sich um, die Ener-
gie des Anregungszustandes sinkt wahrend der Anregung ab und die

Energiedifferenz zum Grundzustand sinkt ab.
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rel. Fluoreszenzintensitat

0-0 Abs.

0-1 Abs\

0-0 Emission

/ /0-1 Emission

.EmISSIOI‘IS-

spektrum

Absorptions-
spektrum

Wellenlange [nm]

Abb. 10: Vereinfachtes Absorptions- und Emissionsspektrum

eines Fluoreszenzfarbstoffes.

Von den elektronisch angeregten Zustanden kann es auch zu intersystem
crossing kommen. Hierbei wird ein metastabiler Triplettzustand erreicht,
fliir den aus Symmetriegriinden ein Ubergangsverbot fiir den Strahlungs-
Ubergang in den Grundzustand gilt. Die Lebensdauer ist also erheblich ho-
her als flr den ersten elektronisch angeregten Zustand. Fir einen Strah-
lungstibergang in den Grundzustand spricht man von Phosphoreszenz.
Fluoreszenz tritt nur bei anorganischen Ionen der Ubergangsmetalle und
der seltenen Erden, sowie bei organischen Verbindungen, die n-Elektronen
enthalten, auf. Um zu erklaren, welche Stoffe fluoreszieren und welche
nicht, muss man die Konkurrenzreaktionen der Fluoreszenz betrachten.
Dies sind, neben der Phosphoreszenz, strahlungslose Deaktivierungen der
Anregungszustande. Von deren Wahrscheinlichkeit, und somit Geschwin-
digkeit, hangt die Fluoreszenz ab. Hierbei gibt es inter- und intramolekula-
re Prozesse. Zuerst aufgezeigt sind die Prozesse, die vom Fluorophor
selbst abhangen:

~loose bolt" - Effekt: hierbei fiUhren Torsionsschwingungen zum strah-

lungslosen AbflieBen der elektronischen Anregungsenergie an die Umge-
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bung. Bei ebenen Konjugationssystemen fehlt die Méglichkeit zu derarti-
gen Schwingungen.

Pradissoziation: es missen schwache Bindungen existieren, deren Tren-
nungsenergie unterhalb der betreffenden Anregungsenergie liegt. Dies
trifft bei organischen Verbindungen hauptsachlich fur Nitro-, Carboxyl-,
-SH-Gruppen und Halogenide als Substituenten im fluoreszierenden aro-
matischen System zu. Fluoreszenz wird nur deswegen ausschlieBlich bei
Verbindungen mit n-Elektronensystem beobachtet, weil diese neben der
besonders geringen Energie flir die Anregung ein so stabiles Bindungssys-
tem haben, dass eine Dissoziation mittels der Anregungsenergie nicht
maoglich ist.

Konzentrations-, bzw. Eigenloschung: Bildung von Dimeren (ab ca.
10™* M), deren Anregungszustdnde fluoreszenzunfahig sind, da von ihnen
ein niedrigerer metastabiler Zustand strahlungslos erreicht werden kann.
Es wird durch die Anregungsenergie ein elektronisch angeregter Singulett-
zustand erreicht. Bei einigen Molekilen wird von dort aus durch intersys-
tem crossing ein metastabiler Triplettzustand erreicht. Von diesem beste-
hen Ubergangsverbote fiir den direkten Strahlungsiibergang in den
Grundzustand, so dass zu der stattfindenden Phosphoreszenz konkurrie-
rende, strahlungslose Desaktivierungsprozesse aufgrund der langeren
Verweilzeit erfolgreicher konkurrieren kdnnen.

Neben den Eigenléschungen gibt es auch die Fremdléschungen.

I. Statische Fremdldschung (ahnlich der Eigenléschung):

a) Reversible Bildung fluoreszenzunfahiger Assoziate vor der Anregung
durch Schwermetallionen, welche die Spin/Bahn-Kopplung erhéhen, somit
intersystem crossing wahrscheinlicher machen und es somit zu einer Tri-
plettbeglinstigung kommt (Schweratomeffekt).

b) Andere Fremdstoffe (bes. geeignet Halogenidionen/halogenierte
Verbindungen, die wahrscheinlich Bindungen spalten).

II. Dynamische Fremdldschung: Erst im angeregten Zustand kommt es
zu Wechselwirkungen mit Fremdmolekilen. Es kommt zu reversiblen, bi-

molekularen Reaktionen, die haufig Redoxprozesse beinhalten.
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I1II. FRET (Fluorescence resonance energy transfer): Die Anregungsener-
gie wird auf einen Fremdstoff (bis 100 A entfernt) ibertragen, dessen An-
regungszustand eine ahnliche Energie besitzt. Dieser kann seine Anre-
gungsenergie strahlungslos abgeben oder selbst fluoreszieren (,sensibili-
sierte Fluoreszenz").

Die Konkurrenzreaktionen der Fluoreszenz fihren zu einer Verminderung
der Quantenausbeute @, durch die die Fluoreszenzfahigkeit quantifiziert
wird. Sie ist definiert als Quotient der Anzahl der emittierten durch die An-

zahl der absorbierten Photonen.

Zahl der emittierten Photonen

Zahl der absorbierten Photonen

Uber eine bekannte Fluoreszenzquantenausbeute &r eines Molekiils, einer
gemessen Fluoreszenz F einer Losung dieses Molekils und der Intensitat
des eingestrahlten Lichts Iy lasst sich direkt die Konzentration der Lésung
berechnen; die Intensitat der Fluoreszenz F der Ldsung ist proportional
der Fluoreszenzquantenausbeute @t und der Intensitat I, des absorbierten
Lichts, wobei I, die Differenz der Intensitat I, des eingestrahlten Lichts
und der Intensitdt I: des durchgelassenen Lichts ist. Das Lambert-
Beer “sche Gesetz setzt I; und Iy ins Verhaltnis, so dass man zur Gleichung
fur die direkte Konzentrationsberechnung aus der Fluoreszenzquantenaus-

beute @& und der Intensitat Ip des eingestrahlten Lichts kommt:

F=alI, mitl, =I,-I; (7)
F=ao (I - I), mit Iy = Ip 107%9 (8)
F= @Iyl -107%), (9)

mit € = molarer dekadischer Extinktionskoeffizient (L mol™* cm™), ¢ =
Konzentration des Stoffes (mol L'!) und d = Schichtdicke der durchstrahl-
ten Lésung (cm).[122]

Wichtige Molekiile, die die genannten Bedingungen flr Fluoreszenz beson-
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ders gut erfillen, enthalten die Xanthen-Gruppe bei Fluorescein und Rho-
damin, sowie die Acridingruppe bei Acridinorange. Diese Molekulgruppen
zeichnen sich durch einen visuell sichtbaren n-z"-Ubergang aus, sie strah-

len im sichtbaren Bereich.
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1.8 Die fluoreszenzspektroskopische Messmethode

Die bisher verwendeten fluoreszenzspektroskopischen Methoden zur
Quantifizierung chelatisierbaren Eisens in vitalen Zellen basieren auf der
partiellen Loschung der Fluoreszenz einer in die Zelle — bzw. das Zellkom-
partiment - gebrachten Fluoreszenzsonde durch die Bildung eines nicht
mehr zur Fluoreszenz befahigten Komplexes mit dem dort vorhandenen
chelatisierbaren Eisen. Diese Quenchung der Fluoreszenz basiert auf dem
Schweratomeffekt. Hierbei wird reversibel ein Assoziat mit einem Schwer-
atom, in diesem Fall dem Fe®*-Ion, gebildet (Abb. 11). Dieses Assoziat
besitzt eine hdhere Spin-Bahn-Kopplung als die Fluoreszenzsonde allein,
hierdurch wird das Spinverbot aufgehoben und somit das intersystem
crossing zum Triplettzustand wahrscheinlicher. Da dieser eine langere Le-
bensdauer als ein angeregter Singulettzustand besitzt, ist die Wahrschein-
lichkeit eines strahlungslosen Uberganges in den elektronischen Grundzu-
stand wahrscheinlicher. So wird insgesamt die Besetzung des ersten ange-
regten Singulettzustandes und damit die Grundvoraussetzung flr eine
Fluoreszenz unwahrscheinlicher. Dies hat zur Folge, dass die Fluoreszenz-

quantenausbeute drastisch sinkt.[123124]

AN

komplexierende
Chelatoruntereinheit

"freies Eisen"

/ Lijker

fluoreszenzfahiges
(aktives) Fluorophor l

P gebundenes Eisen

1

QD

/

fluoreszenzunfahiges
(inaktives) Fluorophor

Abb. 11: Funktionsweise einer Fluoreszenzsonde.
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an Fluoreszenzfarbstoff an Entquencher
gebundenes Eisen gebundenes Eisen
"freies" Eisen
R
R. | wR
e(ll
I( )\R
R
Fe2+ relativ schwagh Fe2* relativ stark gebunden an  Fe2+ relativ stark gebunden an
gebund_ep und somit Fluoreszenzmarker aufgrund Entquencher, da im Uberschuss
"chelatisierbar" héherer Komplexbildungskonst.
"keine" Fluoreszenz (auBer geringe Fluoreszenz durch hohe Fluoreszenz durch Ent-
Autofluoreszenz), da kein Quenchung des Farbstoffs quenchung mittels in Uberschuss
Fluoreszenzmarker in LOsung durch chelatisebares Eisen(1II) zugebebenem Chelator

Abb. 12: Messprinzip der fluoreszenzspektroskopischen Methode.

Man verwendet einen Uberschuss der Fluoreszenzsonde, um eine Restfluo-
reszenz durch weiterhin vorhandene freie Moleklle der Sonde zu erhalten.
Dies ist fur die Quantifizierung wichtig, da der Indikator nicht limitierend
sein darf. Setzt man nun einen groBen Uberschuss eines nicht fluoreszie-
renden Eisenchelators, den sogenannten Entquencher zu, erhalt man an-
nahernd die Gesamtfluoreszenz der - in Abhangigkeit von den beteiligten
Komplexbildungskonstanten - nun wieder ungebundenen Fluoreszenzson-
de (Abb. 12). Diesen Vorgang nennt man ,Entquenchung", der resultie-
rende Fluoreszenzanstieg ist proportional der Menge des chelatisierbaren
Eisens und kann anhand einer zu erstellenden Kalibrierungsgerade quanti-
fiziert werden. Diese Entquencher sind membrangangige Eisenchelatoren
wie beispielsweise die zweizdhnigen Liganden 2,2 -Bipyridyl mit einer
Komplexbildungskonstante von loggs(Fe?t) = 17.41%%1 und 1,10-
Phenanthrolin mit einer Komplexbildungskonstante von loggs(Fe?*) =
21.3.[12%] Geeignete dreizéhnige Liganden (siehe Abb. 13) sind (Salicylal-
dehydiso-nicotinoylhydrazon (SIH) mit einer Komplexbildungs-konstanten
von logp(Fe**) = 56.01'%7] und Pyridoxalisonicotinoylhydrazon (PIH) mit

einer Komplexbildungskonstante von logs.(Fe?*) = 34.0.1127]
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Abb. 13: Entquencher bei den Messungen.

Will man nun die Konzentration des chelatisierbaren Eisens anhand der
Entquenchung kalibrieren, kann dies in situ oder ex situ geschehen. Eine
in situ-Kalibrierungt®® 28! pedeutet eine vollstédndige Aquilibrierung einer
definierten extrazellularen Konzentration chelatisierbaren Eisens im Zell-
Uberstand mit der intrazelluldren Konzentration, die dann zu der intrazel-
luldaren Fluoreszenz ins Verhaltnis gesetzt wird. Diese Methode hat zwar
den Vorteil, dass das tatsachliche intrazelluldre Milieu der jeweiligen Zelle
unter den jeweiligen Inkubationsbedingungen bericksichtigt wird, sie hat
aber den Nachteil, dass es durch das Vorhandensein gréBerer Mengen na-
turlicher, intrazelluldrer Liganden zu einer Verschiebung des Gleichgewich-
tes Uber der Plasmamembran kommt, Eisen von auBerhalb akkumuliert
intrazellular. Ein weiteres Problem ist die oft unterschiedliche Wirkung der
eingesetzten Ionophore in verschiedenen Zelltypen.”) Die ex situ-
Kalibrierung kennt diese Probleme nicht, um sie anwenden zu koénnen,
mussen die Fluoreszenzsonden allerdings eine konstante Bindungsstochi-
ometrie des Fe®*/Chelator-Komplexes iiber den gesamten wéahrend der

Messungen ausgenutzten Konzentrationsbereich aufweisen. Der Einfluss
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der Schichtdicke muss bei dieser Art der Kalibrierung fir die Messung
messtechnisch ausgeschlossen werden. Dies ist bei der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie der Fall. Bei dieser erst kurzlich eingeflihrten Art
der Bildaufnahme wird die Fluoreszenzintensitat eines bestimmten Aus-
schnittes eines zu beobachtenden Volumens konstanter Schichtdicke be-
stimmt. Der ex situ bestimmten Kalibrierungsgeraden der Fluoreszenz ei-
nes Indikators kann also direkt die Fluoreszenzintensitat eines zu quantifi-

zierenden Zellkompartimentvolumens zugeordnet werden.

1.9 Fluoreszenzsonden zur Quantifizierung zytosolischen und mi-

tochondrialen chelatisierbaren Eisens

Die Quantifizierung chelatisierbaren Eisens im biologischen System auf der
Basis von fluoreszierenden Chelatoren begann Anfang der neunziger Jah-
re. Man verwendete die natlrlichen Siderophore wie das bereits beschrie-
bene Desferrioxamin (auch Desferal® oder DFO genannt) als chelatisieren-
de Untereinheit. Diese ist sechszahnig und besetzt somit alle freien Koor-
dinationsstellen des Eisens (die Bindungsstochiometrie ist also 1:1), wobei
DFO selektiv Fe** mit einer Komplexbildungskonstante von log g (Fe3*) =
30.6 bindet.!*® 12°1 Andere in Zellen in relevanter Konzentration enthaltene
Metallkationen besitzen erheblich niedrigere Komplexbildungskonstanten
mit DFO. Die Fluoreszenzsonden dieses Typs besitzen keine spezifische
Zielsteuerung; sie akkumulieren nicht in den Zellen, sondern verteilen sich
allein diffusionskontrolliert durch die Zellmembran innerhalb und auBer-
halb der Zelle. Da sie mit der gleichen Wahrscheinlichkeit die Zelle wieder
verlassen, mit der sie in die Zelle gelangen, ist eine Beladung mit dieser
Sonde nicht mdglich. Einige dieser Fluorszenzsonden wie beispielsweise
das 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-desferrioxamin!'*®! (NBD-DFO) zeigen
bei einigen Zelltypen zytotoxische Eigenschaften und mobilisieren Eisenio-
nen aus Ferritin.[**!! Zudem sind Chelatoren auf DFO-Basis durch ihre ho-
he Komplexbildungskonstante sehr schwer zu ,entquenchen®. Diese Fluo-
reszenzsonden konnten also nur ein erster Schritt zu neuen Typen sein,

die in Zellmessungen einsetzbar waren. So wurde wenige Jahre spater der
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Fluoreszenzindikator Calcein als Sonde eingesetzt und auf diesem basie-

rend eine Messmethode aufgebaut.!t0 30 128
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Diese Fluoreszenzsonde ist in der abgebildeten Form nicht membranper-
meabel. Die Zellen werden mit einem mehrfach veresterten Derivat, dem
nicht fluoreszierenden Calcein-Acetoxymethylester, beladen. Sobald dieser
membranpermeable, relativ lipophile, Ester durch die Zellmembran in die
Zelle diffundiert ist, spalten zelleigene Esterasen (die Art des Esters wurde

|\\

so gewahlt, dass zelleigene Esterasen ,kompatibel® sind) die Estergruppen
ab und es entsteht bei physiologischem pH-Wert die abgebildete sechsfach
negativ und zweifach positiv geladene Form.[!3?! Diese ist nahezu
membranimpermeabel und zur Fluoreszenz in visuellem Wellenlangenbe-
reich befahigt. Diese Art der Zielsteuerung fuhrt durch rasche Esteraseta-
tigkeit dazu, dass das Molekll in manchen Zellen, wie beispielsweise He-
patozyten, so schnell in eine membranimpermeable Form gebracht wird,
dass auch die Membranen von Organellen wie den Mitochondrien oder den
Lysosomen nicht mehr passiert werden kdénnen und die Fluoreszenzsonde
deshalb fast ausschlieBlich ins Zytosol und (wohl durch die Kernporen) in
den Zellkern gelangt und dort auch akkumuliert (in kultivierten Rattenhe-
patozyten sind dies 89.1 + 6.0 % der Gesamtzellkonzentration an Cal-
cein),!®! da es die Zellmembran in dieser Form auch nicht wieder in die

umgekehrte Richtung in das extrazellulare Medium passieren kann. Die
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fluoreszierende Untereinheit in dieser Fluoreszenzsonde ist das Fluores-
cein, die chelatisierende Komponente ist ein dem EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsaure) ahnliches System, das Uber die fluoreszierende Unterein-
heit ,gespannt™ ist. Fur diesen also nur im Zytosol und im Zellkern zur
Quantifizierung chelatisierbaren Eisens einsetzbaren Fluoreszenzindikator
ist fir Fe®* eine Stéchiometrie von 1:1 und eine Komplexbildungskonstan-
te von logp von ungefadhr 14, fiir Fe** eine Komplexbildungskonstante von
logs von ungefdhr 24 bei gleicher Stéchiometrie angegeben.3%

Auf Grund der relativ geringen Komplexbildungskonstante der Fluores-
zenzsonde konkurriert diese mit zelleigenen organischen Chelatoren um
das chelatisierbare Eisen. Auf Grund dessen und als Folge der 1:1-
Stochiometrie ist die Calcein-Messmethode nicht sehr sensitiv und weist
zudem Schwierigkeiten bei der Kalibrierung auf.l”! Eine weitere Evolution
war also erforderlich, welche durch die Verwendung des neuen Fluores-
zenzfarbstoffes Phen Green™ SK erreicht wurde.

Auch bei diesem Fluoreszenzfarbstoff lauft die ZielfiUhrung Uber - durch
Esterasen - zu spaltende Estergruppen, in diesem Falle ein Diacetat; auch
bei Phen Green™ SK ist die veresterte Form nicht fluoreszenzfahig, aller-
dings kommt es bei diesem Farbstoff im Gegensatz zu Calcein zu einer -
wenn auch ungleichmaBigen - Verteilung der Fluoreszenzsonde uber die
gesamte Zelle. Es komplexiert Fe?* auf Grund der héheren Komplexbil-
dungskonstante von log gz = 21.3 fiir Fe?*/1,10-Phenanthrolint*?®! immer
im stéchiometrischen Verhaltnis von 3:1, da der Chelator hierbei nicht mit
den in der Zelle vorhandenen niedermolekularen Liganden konkurriert, an
denen das chelatisierbare Eisen ohne Zugabe eines zusatzlichen Chelators
schwacher gebunden vorliegt; der Komplex ist im Gegensatz zum Calcein-
Eisen-Komplex redox-inaktiv. Eisen(III) wird erheblich schwacher mit ei-

ner Komplexbildungskonstante von logss = 14.1 fiir Fe>* gebunden.[*33]
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Phen Green™ SK

Mit dieser Fluoreszenzsonde wurden Messungen mittels konventioneller
digitaler Fluoreszenzsmikroskopie durchgefiihrt, bei denen zum einen er-
folgreich das chelatisierbare Eisen in Hepatozyten, Leberendothelzellen
und K562-Erythroleukamiezellen quantifiziert werden konnte, und zum
anderen wurde auch eine Erhéhung der Konzentration chelatisierbaren
Eisens durch den membranpermeablen Fe3*/8-Hydroxychinolin-Komplex,
beziehungsweise eine Senkung des chelatisierbaren Eisenpools durch den
als Siderophor bei Bakterien bekannten Eisenchelator Desferrioxamin
(DFO, Desferal®) in den beobachteten Zellen selbst nachgewiesen.l”? Der
Einsatz der bereits erwahnten konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie
brachte eine Reihe von Vorteilen. Neben den bereits erwahnten Vorteilen
erreicht man eine deutlich verbesserte rdumliche Auflésung.!”! Mit dieser
Messmethode basierend auf der neuen Fluoreszenzsonde Phen Green™ SK
war es erstmals mdglich, den Pool chelatisierenden Eisens bei heteroge-
nen Zellpopulationen zu quantifizieren. Diese Heterogenitat kann durch
Beladungsunterschiede mit der Fluoreszenzsonde entstehen, aber auch
durch unterschiedliche Eisenkonzentrationen bei den Zellen untereinander.

Die mit dieser Messmethode erhaltenen intrazellularen Eisenkonzentratio-
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nen liegen im allgemeinen um den Faktor 3-10 Uber den aus den Calcein-
Messungen erhaltenen Werte (bei kultivierten Rattenhepatozyten ist dies
5.0+ 2.0 uM zu 0.6 + 1.2 uM) fur die intrazelluldre Konzentration chelati-
sierbaren Eisens. Dies ist wohl auf die geringere Komplexbildungskonstan-
te des Calceins im Vergleich zu Phen Green SK zurickzufiihren, die dazu
fluhrt, dass mit Calcein nicht der gesamte Pool chelatisierbaren Eisens
komplexiert wird; ebenso ist diese Diskrepanz auf die unterschiedliche
Verteilung der beiden Fluoreszenzsonden innerhalb der Zelle zurlckzufth-
ren. Die Komplexbildungskonstante der jeweiligen Fluoreszenzsonde hat
also auf Grund der unterschiedlichen, miteinander konkurrierenden poten-
tiellen Liganden flr das chelatisierbare Eisen in der Zelle mit ihren sehr
unterschiedlichen Bindungseigenschaften einen groBen Einfluss auf die
Quantifizierung des chelatisierbaren Eisens.

Die Eignung der Fluoreszenzsonde zur Quantifizierung chelatisierbaren Ei-
sens in einzelnen Zellkompartimenten muss jedoch als sehr eingeschrankt
angesehen werden. Es wurden zwar diesbezligliche Messungen durchge-
fihrt!®!! und qualitativ zeigten diese Messungen auch Pools chelatisierba-
ren Eisens fur verschiedene Zellkompartimente an, die Quantifizierungen
sind nur sehr eingeschrankt nutzbar. Im Falle der Lysosomen beispiels-
weise konnte auf Grund der geringen GroBe der Lysosomen in den unter-
suchten Zellen deren Eisenanteil nicht quantifiziert werden. Die Identifizie-
rung einzelner Lysosomen gelang nur nach einer Doppelfarbung mit
Phengreen” SK und mit Acridinorange. Nach dem Zusatz von Acridinoran-
ge war jedoch auf Grund der starken Fluoreszenz des Acridinorange, wel-
ches das Phengreen™ SK - Signal Uberlappte, eine Quantifizierung nicht
mehr maoglich. Die Mitochondrien und der Kern lieBen sich nicht stark ge-
nug beladen, um einen ausreichend groBen Uberschuss an Fluoreszenz-
sonde flr eine exakte Quantifizierung zu gewahrleisten.

Far die Mitochondrien wurden klrzlich neue Fluoreszenzsonden entwickelt
und mit Erfolg in einer Messmethode etabliert, RPA (Rhodamin B-4-
[(1,10-phenathrolin-5-yl)aminocarbonyl]benzylylester) und RDA (Rhoda-
min B-4-[(2,2 -dipyridin-5-yl)aminocarbonyl]benzylester).l!l 12 1341 pje
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Zielsteuerung dieser Sonden verlief Gber einen anderen Weg. Die Moleklile
wurden hierbei nicht innerhalb der Zellen durch Esterasen gespalten, son-
dern waren kationisch, aber doch lipophil genug flur die Membranpermea-
bilitat. Diese Art der Zielsteuerung ermdglicht der Sonde auch innerhalb
der Zelle potentiell beliebig viele Membrandurchgange, so dass sie auch
innerhalb der Zellkompartimente die Membranen von Organellen durch-
dringen kann. Im Falle des Mitochondriums fluhrt dessen negatives Memb-
ranpotential jedoch dazu, dass die Sonde dort ,gefangen" ist, die Sonde

akkumuliert dort sehr spezifisch.

Im Falle des Fluoreszenzfarbstoffes RPA wurde in Mitochondrien kultivier-
ter Rattenhepatozyten eine mittlere Konzentration chelatisierbaren Eisens
von 16.0 + 1.9 uM gefunden, im Fall von RDA betrug diese 17.0 + 1.0 uM.
Die fast gleichen Messergebnisse trotz der unterschiedliche Bruttokom-
plexbildungskonstanten der jeweiligen Fluoreszenzsonde mit Fe?*-Ionen
(log g fiir 1,10-Phenanthrolin/Fe?* = 21.3[2%) bej RPA zu log 4 fiir 2,2 -
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Bipyridyl/Fe?* = 17.4['?%] bei RDA) zeigen, dass dort keine Konkurrenzsi-
tuation mit den in der Zelle vorliegenden eisenbindenden Liganden vor-
liegt. Die Quantifizierbarkeit chelatisierbaren Eisens spezifisch fir Mito-
chondrien erlaubte Anwendungen bei pathobiochemischen Fragestellun-
gen. So wurde die Rolle mitochondrialen chelatisierbaren Eisens bei der

Zellschadigung durch Hypothermie untersucht.!t? 134]
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2 Problemstellung

Die Quantifizierung chelatisierbaren Eisens in Zellkompartimenten war bis
zur Entwicklung von Fluoreszenzsonden - abgesehen von Radioaktivme-
thoden - auf avitale Zellen beschrankt.!'*>1371 Alle diese bisher verwende-
ten Methoden (inklusive der Radioaktivmethoden) sind aus den in der Ein-
leitung genannten Grinden sehr ungenau, die Menge chelatisierbaren Ei-
sens war in den verschiedenen Zellkompartimenten also bisher schlecht
charakterisiert,3-> 8- 47501

In den letzten Jahren wurde eine Methode zur Eisenbestimmung einge-
fihrt!®!!, die auf der Messung der Fluoreszenz eisenchelatisierender Son-
den mittels quantitativer Laser-Scanning-Mikroskopie basiert. Hierbei
wurde Phengreen™ SK vor allem im Zytosol und im Kern vitaler Zellen
verwandt. Da dieser eine unzureichende Akkumulation innerhalb der mito-
chondrialen Matrix, sowie eine unvorteilhafte Verteilung auch in anderen
Zellkompartimenten aufwies, wurden mit RPA und RDA zwei spezifische
Fluoreszenzsonden fur Mitochondrien entwickelt, auf deren Basis die wei-
teren Synthesen beruhen.[! 12!

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Eisen(II)-Ionen-
chelatisierende Entquencher und Fluoreszenzsonden spezifisch fur ver-
schiedene Kompartimente eukaryotischer Zellen synthetisiert werden. Die
Entquencher waren fir den Einsatz in Mitochondrien konzipiert.

Bei den Fluoreszenzsonden sollten die beiden Kompartimente Zellkern und
das saure vakuolische System der Endosomen und der Lysosomen unter-
sucht werden. Bei diesen beiden Kompartimente ist deswegen eine Quan-
tifizierbarkeit des chelatisierbaren Eisens unter anderem so wichtig, da
deren Pools chelatisierbaren Eisens eine entscheidende Rolle bei der
Schadigung der nuklearen DNA spielen. Der vermutete Zusammenhang
zwischen dem lysosomalen Eisenpool, oxidativer Lipidschadigung des Ly-
sosoms und anschlieBender oxidativer nDNA-Schadigung ist in Punkt 1.6.4
beschrieben. Eine weitere Aufklarung dieses Zusammenhangs und eine
prazise Quantifizierung der Eisenpools dieser Kompartimente sind wichtig.

Das Hauptaugenmerk bei den Fluoreszenzsonden lag auf den Planungen
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und Durchfiihrungen der Synthesen der Sonden und die Uberpriifung der
Verwendbarkeit bei den Kompartimenten Zellkern und Lysosom. Es waren
hierflir geeignete Chelatoren und Fluorophore auszuwahlen, in geeigneter
Form zu derivatisieren und sie letztendlich miteinander so zu verknipfen,
dass spezifische Fluoreszenzsonden erhalten werden, mit deren Hilfe Er-
fahrungen flr quantitative Messungen im Zellkern und im Lysosom ge-
sammelt werden kénnen und die Problematik solcher Messungen verdeut-
licht werden kann.

Da die Fluoreszenzsonden in vitro, d.h. in lebenden Zellen, eingesetzt und
vermessen werden sollten, war - neben einer genigenden Akkumulation
im jeweiligen Kompartiment, einer geeigneten Komplexbildungskonstante
mit Eisen(II), dem Vorhandensein einer Quenchbarkeit durch Eisen(II)
und fir die Messbedingungen geeignete Absorptions- und Emissionsmaxi-
ma - eine mdglichst geringe Toxizitat unter den verwendeten Messbedin-
gungen zu erreichen.

Nach der erfolgreichen Synthese sollte die Verteilung der Fluoreszenzson-
den in die unterschiedlichen Kompartimente verschiedener Zelltypen so-
wie die Quenchbarkeit/Entquenchbarkeit in diesen Kompartimenten Uber-
pruft werden.

Auf den in dieser Arbeit durchgeflihrten Studien sollen die Anwendungen
zur Quantifizierung des chelatisierbaren Eisens in Zellen basieren und
Grundlage sein fir die Entwicklung weiterer spezifischer Sonden fir die

Kompartimente Zellkern und Lysosom.
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3. Entwicklung der eisenchelatisierenden Fluores-

zenzsonden und deren Zielsteuerung

Eisenchelatisierende Fluoreszenzsonden sind im allgemeinen aufgebaut
aus einer Chelatoruntereinheit, die an das entsprechende Metallkation
bindet, einem Fluorophor, dessen Fluoreszenz bei der Bindung an die che-
latisierende Untereinheit gequencht wird, und einem Linker, der die bei-
den funktionellen Untereinheiten miteinander verbindet. Des weiteren
muss die Sonde eine ausreichende Lipophilie zum Membrandurchtritt be-

sitzen und eine entsprechende Zielsteuerung aufweisen.
3.1 Akkumulation der Fluoreszenzsonde im Zellkern

Man spricht von Interkalation, wenn sich meist flache, aromatische Mole-
kile in die DNA einschieben, indem sie sich zwischen den Basenpaaren
der DNA stapeln (Abb. 15).

Das Molekll interkaliert, ohne mit den Wasserstoffbriicken der Watson-

Crick Paare zu interferieren.[t38]

Abb. 14: Interkalator zwischen den Basenpaaren der DNA. (Das Bild wurde

aus Lit. [138] i4bernommen.)
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3.2 Akkumulation der Entquencher in den Mitochondrien

Das negative Membranpotential des Mitochondriums soll ausgenutzt wer-
den, um die Entquencher dort akkumulieren zu lassen. Dies wird durch die
Synthese eines — vom umgebenden pH-Wert unabhdangig - permanent ka-
tionischen Moleklls erreicht, das durch Coulomb-Anziehung mit dem anio-
nischen Milieu wechselwirkt. Der Entquencher soll durch Diffusion in den

Matrixraum gelangen.

3.3 Akkumulation der Fluoreszenzsonde in den Lysosomen

Lysosomen zeichnen sich durch einen pH-Wert von 4.5 - 5 aus, im Zytosol
dagegen herrscht ein pH-Wert von 7.1 bis 7.2. Eine lysosomale Fluores-
zenzsonde sollte im Zytosol Uberwiegend neutral in basischer Form vorlie-
gen. In dieser Form wird dem Molekil aufgrund der bei neutralen Moleki-
len grdoBeren Lipophilie ein Membrandurchtritt ins Lysosom ermdéglicht.
Dort werden diese Molekille aufgrund der erhéhten Protonenkonzentration
protoniert und liegen somit Uberwiegend in kationischer, membranimper-
meabler Form vor. Somit sollte die aus einem solchen Fluorophor synthe-
tisierte Fluoreszenzsonde im Lysosom akkumulieren. Um diese spezifische
Eigenschaft auszunutzen, muss die Fluoreszenzsonde in diesem pH-

Bereich ausreichend protonierbar sein.

3.4 Die eisenchelatisierende Untereinheit

Der Fe?*-Chelator 1,10-Phenanthrolin besitzt eine Bruttokomplexbildungs-
konstante von logps = 21.3[*%%1 mit Fe®*-Ionen, was eine vollstandige Er-
fassung des gesamten chelatisierenden Eisenpools gewahrleisten sollte, da
dieses Eisen wahrscheinlich mit deutlich kleineren Komplexbildungskon-

stanten an niedermolekulare Liganden gebunden ist.

7\ \
—N N=
1,10-Phenanthrolin
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Diese Liganden besitzen Bruttokomplexbildungskonstanten bis zu
logB = 11.85 fiir den Komplex aus Citrat mit Fe3*.['3%1 Aminos&duren besit-
zen mit einer Bruttokomplexbildungskonstanten von logss = 10.43!149 fir
Histidin bis zu einer Bruttokomplexbildungskonstanten von logss = 4.5!141]
fir Lysin/Fe®* deutlich darunterliegende Werte, Eisen zu binden. Das Eisen
aus den Speicherproteinen wird deswegen nicht miterfasst, da diese Kom-
plexe kinetisch sehr inert sind und Komplexbildungskonstanten von
logpss > 20 besitzen.

Ligand Komplex K Ig K T (°C)
Citrat!t3°] Fe3* [FeL]/[Fe][L] 11.85 25
Histidin!14°] Fe®* [FelL,]/[Fe][L]? 10.41 25
Glycin(4] Fe®* [Fel;]/[Fe][L]? 7.8 20
Tryptophan!**!!  Fe?* [Fel,]/[Fe][L]? 7.6 20
Phenylalanint!**! Fe?* [FelL,]/[Fe][L]? 6.3 20
Lysinti41] Fe* [FeL]/[Fe][L] 4.5 20

Tab. 1: Biologisch relevante Eisen-Komplexe, die aus chelatisierbarem Eisen und

zellular vorkommenden Liganden gebildet werden kénnen.

Die deutlich unterschiedlichen Komplexbildungskonstanten unterschiedli-
cher Liganden zu Eisen(II) und Eisen(III) hangen mit der Beschaffenheit
der bindenden Atome der Chelatoren zusammen, die der HSAB-(hard and
soft acids and bases) Theorie nach Pearson gehorchen. Demnach lasst
sich dreiwertiges Eisen besser von sauerstoffhaltigen Liganden und zwei-

wertiges Eisen besser von Stickstoffhaltigen Liganden komplexieren,!4?!

3.5 Die fluoreszierende Untereinheit

Die Fluoreszenzfarbstoffe sollten kommerziell in leicht derivatisierbarer
Form vorliegen und die jeweilige Zielsteuerung vorgeben. Die Absorpti-

onswellenlange des Fluorophors sollte hoch genug sein, um zum einen die
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Zelle nicht zu stark zu schadigen, das heiBt, es sollten im Laufe einer Mes-
sung madoglichst wenige Zellen - infolge durch das eingestrahlte Licht ein-
geleiteteter Prozesse - absterben und so die Messung verfalschen, zum
anderen zerfallen Fluoreszenzfarbstoffe mit sinkender Einstrahlungswel-
lenlange durch die damit steigende Energie schneller; dieses Phanomen
bezeichnet man als photobleaching. Das emittierte Licht sollte sichtbar
sein und nach Mdglichkeit nicht zu nah an den Eigenemissionen der Zell-
bestandteile liegen (Hintergrundfluoreszenz), die von verschiedenen Mole-
kllen emittiert wird: Proteine, die im Bereich von 280 nm absorbieren,
emittieren bei etwa 320 - 350 nm, wogegen NAD(P)H bei einer Absorption
von 340 nm bei 450 nm emittiert. Flavine absorbieren bei 450 nm und
emittieren bei 515 nm.!'*3! Lésungen, die Proteine oder kolloidal geldste
Teilchen enthalten, weisen zudem ein weiteres Problem auf: die Licht-
streuung. Rayleigh- und Tyndall-Streuung zeigen die gleiche Wellenlange
wie das Einstrahlungslicht, Raman-Streuung bis 50 nm bathochrom ver-
schobenes Licht. Des weiteren sollte eine ausreichende Quantenausbeute

in wassrigem Medium gewahrleistet sein.
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4 Synthese der Fluoreszenzsonden und der Entquencher
zum Nachweis von Eisen in Mitochondrien, Lysosomen

und im Zellkern

4.1 Synthese der aktivierten Chelatoruntereinheiten

Grundsatzlich werden zur Synthese von Sonden die Chelatoren und - falls
notig - Fluorophore, bzw. Zielsteuerungskomponenten in der Form deriva-
tisiert, dass die nachfolgenden Kupplungsreaktionen mit dem Linker er-
madglicht werden. Als Basis fur die in dieser Arbeit entwickelten Synthesen
dienen die literaturbekannten Verbindungen Phengreen” SK und RPA. Als

chelatisierende Untereinheit dient hier das Phenanthrolin.

4.1.1 SYNTHESE VON 5-NITRO-1,10-PHENANTHROLIN (2)

Zur Darstellung des 5-Nitro-1,10-Phenanthrolins (2) nach Smith et a/.['*4
wurde 1,10-Phenanthrolin-monohydrat (1) Nitriersdure ausgesetzt. Der

elektrophile Angriff erfolgte ausschlieBlich in 5-Position.

1,10-Phenanthrolin

Es wurde zunachst Oleum (25% SOs) zu Edukt 1 getropft, gefolgt von
70 %iger Salpetersaure. Die Reaktion verlauft exotherm. Da die in der Li-
teratur angegeben 162°C nicht erreicht wurden (120°C), wurde abwei-
chend von der Literaturvorschrift, nach der Zugabe der Salpetersadure
noch 30 min. unter Ruckfluss erhitzt. Nach der Isolation des Rohprodukts
durch Filtration und Entfernung der flichtigen Verunreinigungen im Vaku-
um wurde das Produkt 2 durch Umkristallisation aus Ethanol in reiner

Form erhalten. Charakterisiert wurde das literaturbekannte Produkt 2
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durch ein *H-NMR-Spektrum.

4.1.2 SYNTHESE VON 5-AMINO-1,10-PHENANTHROLIN (3)

Die Reduktion zum 5-Amino-1,10-phenanthrolin (3) wurde nach Lecomte
et al.''**! unter Verwendung von Hydrazin-monohydrat als Wasserstofflie-
ferant und Palladium (10% auf Aktivkohle) als Katalysator durchgefiihrt.

Hierbei entstanden neben 3 nur Wasser und molekularer Stickstoff als
Produkte bei einer recht hohen Ausbeute von etwa 70%, was dem als
kanzerogen eingestuften Hydrazin den Vorzug zu Cyclohexen als Redukti-
onsmittel gab. Ein weiterer Vorteil der Reaktion mit Hydrazin ist die Indi-

kation des Reaktionsendes durch nachlassende N,-Entwicklung.

Nach Einengen der Lésung im Vakuum und Abfiltration des Niederschlages
wurde das reine Produkt 3 durch Entfernen der flichtigen Substanzen im
Vakuum erhalten und die literaturbekannte Substanz durch ein *H-NMR-

Spektrum charakterisiert.

4.1.3 SYNTHESE VON 2-IoD-N(-1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMID (5)

Um eine Halogenfunktion einzufligen, wurde zundachst aus Iodessigsaure
unter Verwendung von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) bei Raumtempera-
tur in Ethylacetat unter Argon im ausgeizten Rundkolben das Anhydrid 4
gebildet. Nach Abfiltrieren des entstandenen Dicyclohexylharnstoffs wurde
das Filtrat vom Ldsungsmittel befreit und so Iodessigsaureanhydrid (4)
erhalten. Dieses wurde unverzuglich in Acetonitril zu einer Suspension aus
- der nun der Kupplung zuganglichen Chelatoruntereinheit - 5-Amino-

1,10-phenanthrolin (3) ebenfalls unter Argon in Acetonitril gegeben und
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bei Raumtemperatur flir 15 h geruhrt. Es fiel das Hydroiodid (eines der
Ringstickstoffatome wird protoniert, es wird fur die Reaktion also keine
Hilfsbase bendtigt) der Verbindung 5 aus, welches somit dem Reaktions-
gleichgewicht entzogen wurde. Das durch Waschen mit Natriumhydrogen-
carbonatlésung deprotonierte Produkt war 2-Iod-N(-1,10-phenanthrolin-5-
ylacetamid (5), die gesamte Reaktion wurde nach Chen et al.[**®! durch-
gefuhrt.

Das literaturbekannte Iodessigsaureanhydrid 4 wurde nicht charakteri-
siert, da es zu reaktiv flir eine NMR-spektroskopische Untersuchung ist.
Das ebenfalls literaturbekannte Produkt 5 wurde mittels 'H-NMR-

Spektroskopie charakterisiert.

O DCC j
/ é —
OH - Hy0 // 0

lodessigsaure

IodeSS|gsaure-
anhydrid

82%

4.1.4 SYNTHESE VON 2-BROM-N(-1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMID (7)

5-Amino-1,10-phenanthrolin wurde analog der Synthese von Verbindung
5 mit dem Linker Bromacetylbromid verknupft, indem die beiden Edukte
in trockenem Acetonitril unter Argon bei Raumtemperatur gerihrt wurden.

Es wurde wahrend der Reaktion auch hier keine zusatzliche Basenzugabe
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bendtigt, da das Reaktionsgleichgewicht durch das Ausfallen des Produk-
tes 2-Brom-N(-1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid*! (7) als Hydrobromid
auf die Seite des Produktes verschoben wurde. Auch dieses Produkt wurde
durch basische Aufarbeitung isoliert, indem es zur Entfernung des Brom-
wasserstoffs mit 5%iger wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung gewa-
schen wurde. Flichtige Bestandteile wurden im Vakuum entfernt, eine
Charakterisierung des literaturbekannten Produktes fand durch ein H-
NMR-Spektrum statt. Hierbei ist die Methylengruppe im Vergleich zu Pro-
dukt 5 um etwa 0.2 ppm ins Tieffeld verschoben, die restlichen Protonen

liegen bei etwa gleicher chemischer Verschiebung.

4.2 Synthese der kationischen Entquencher

4.2.1 SYNTHESE VON TRIETHYL-1,10-PHENANTHROLIN-5-YLCARBAMOYL-METHYL-

AMMONIUMIODID (7)

Die Synthese der kationischen Entquencher erfolgte durch Reaktion mit
Trialkylaminen. Triethyl-1,10-phenanthrolin-5-ylcarbamoyl-methylammo-
niumiodid (7) wurde durch Kupplung von Triethylamin mit 2-Iod-N(-1,10-
phenanthrolin-5-yl)acetamid (5) in 46%iger Ausbeute dargestellt, indem
5 fir 30 h in Dichlormethan mit Triethylamin unter Argon bei Siedetempe-
ratur geriihrt wurde. Hierbei fungierte das in groBem Uberschuss zuge-
setzte Triethylamin auch als Base.

Das Rohprodukt lieB sich durch Entfernung der flichtigen Komponenten

im Vakuum erhalten, die Reinigung erfolgte durch Ausfallen mit Diethyl-
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ether aus einer Chloroformlésung.
)

Charakterisiert wurde das Produkt vollstandig per Schmelzpunktbestim-
mung, IR-Spektrum, ESI-Fein-Massenbestimmung, 'H- und !*C-NMR-
Spektrum. Charakteristisch waren die chemische Verschiebung der Methy-
lengruppe an der Carbonylgruppe des Amids, die im Vergleich zum Edukt
5 um etwa 0.4 ppm ins Tieffeld verschoben war, und die drei Ethylgrup-
pen im *H-NMR-Spektrum. Im 1H-NMR waren nur geringe Verschmutzun-

gen zu erkennen.

4.2.2 SYNTHESE VON TRIBUTYL-1,10-PHENANTHROLIN-5-YLCARBAMOYL-METHYL-

AMMONIUMIODID (8)

Analog verlief die Reaktion von 2-Brom-N(-1,10-phenanthrolin-5-
yhacetamid (6) mit Tributylamin in 18%iger Ausbeute zum Tributyl-1,10-
phenanthrolin-5-ylcarbamoyl-methylammoniumbromid (8). Auch hier fand
die Charakterisierung vollstandig per Schmelzpunktbestimmung, IR-
Spektrum, ESI-Fein-Massenbestimmung, !H- und °C-NMR-Spektrum
statt. Charakteristisch waren hierbei die Signale der Butylgruppen im H-

NMR-Spektrum. Es waren keinerlei Verunreinigungen zu erkennen.
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NBU3
18%

4.3 Synthese der Fluoreszenzsonden auf der Basis von Acridin-

orange

Ausgehend von der kommerziell erhaltlichen, freien Base des Acridinoran-
ge, dem 3,6-Bis-(dimethylamino)-acridin (11) sollte an 9-Position der
Ringstickstoff durch nukleophile Addition eines Alkylhalogenids das Fluo-
rophor zum einen an den Linker gekuppelt werden und zum anderen der
Ringstickstoff eine permanente, positive Ladung erhalten, die er sonst nur
in protonierter Form, dass heif3t in saurem Milieu besitzt. Versuche, Bro-
macetylbromid, bzw. 2-Brom-N(-1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (6)
Uber die Menschutkin-Reaktion direkt an 3,6-Bis-(dimethylamino)-acridin
(11) zu kuppeln, schlugen fehl, da zum einen die Reaktivitat der Halogen-
alkylgruppe nicht ausreichte, um den Ringstickstoff der Acridinkomponen-
te durch eine Menschutkin-Reaktion zu quarternisieren. Zum anderen wa-
ren die Ringstickstoffatome des Phenanthrolingerlists nukleophil angegrif-
fen worden, wenn die Reaktivitat der Halgogenalkangruppe flir eine Men-
schutkin-Reaktion ausgereicht hatte. Ein Syntheseversuch mit Brom-
acetylbromid war deswegen nicht in Betracht gezogen worden, da 5-
Amino-1,10-Phenanthrolin (3) ausschlieBlich mit Saurehalogeniden oder -
anhydriden reagiert. Aufgrund der hdheren Reaktivitat der Saurehaloge-
nidgruppe im Vergleich zur Halogenalkylgruppe hatte aber jene mit dem

Ringstickstoff der Acridingruppe reagiert und flir eine Umsetzung mit der
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Aminogruppe des Aminophenanthrolins nicht mehr zur Verfligung gestan-
den. So musste der Angriff des Ringstickstoffs der Acridinkomponente
durch einen anderen Linker geschehen, der wiederum neben der Haloge-
nalkylgruppe mit einer weiteren funktionellen Gruppe als Ankerstelle fur
das Aminophenanthrolin ausgestattet sein musste; diese musste so be-
schaffen sein, dass sie mit einem primaren, aromatischen Amin reagiert
(Aminofunktion des Aminophenanthrolins), nicht aber mit einem
Ringstickstoff im Acridingertst. Die Wahl fiel auf einen aktivierten Ester,
den Succinidylester, dessen zweite funktionelle Gruppe eine Halogenalkyl-

Gruppe sein sollte.

4.3.1 [(4-BROMMETHYLBENZOYL)-0OXY]-2,5-PYRROLYDINDION (10)

[(4-Brommethylbenzoyl)-oxy]-2,5-pyrrolydindion (10) ging aus der Kupp-
lung von 4-(Brom-methyl)-benzoesaure (9) mit N-Hydroxysuccinimid
nach der Methode von Litak et al'**’! hervor, wobei DCC als Hilfsreagenz
zur Steigerung der Reaktivitat der Sauregruppe diente. Die Edukte wurden
Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Argon in trockenem Dioxan ge-
rahrt. Das durch Filtration erhaltene Filtrat, welches Produkt 10 enthalt,
wurde, nach Entfernung der fllichtigen Verunreinigungen im Vakuum, aus
Ethanol umkristallisiert; Ausbeuteverluste durch Umesterung wurden hier-

bei in Kauf genommen.

0 Br o pr

HO
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4.3.2 [(4-ACRIDINORANGE-METHYLBENZOYL)OXY]-2,5-PYRROLYDINDION-BROMID
(12)

Der Linker (10) eignete sich fur eine Menschutkin-Kupplung am Ringstick-
stoff des 3,6-Bis-(dimethylamino)-acridin (11). Das hieraus in 70%iger
Ausbeute entstehende Produkt war [(4-Acridinorange-methylbenzoyl)-
oxy]-2,5-pyrrolydindion-bromid (12). Vor der Durchfiihrung der Reaktion
musste die freie Base des Acridinorange (11) gereinigt werden, da sie
kommerziell in 70%iger Reinheit erhaltlich war. Sie wurde Uber Nacht in
einer Soxhletapparatur mit Toluol extrahiert und anschlieBend mit Chloro-
form durch flash-Chromatographie in einer Saule an Aluminiumoxid (neut-

ral) von Verunreinigungen befreit. Losungsmittelreste wurden im Vakuum

entfernt.
L
\|”T/ \| oN r|\1/
O O\> /\:/\ /Br i’ Bre o
o S 70% p
O 10 12 O O

Die beiden Edukte 10 und 11 wurden flir 72 h unter Argon bei Siedetem-
peratur in Dioxan geruhrt, wobei sich ein Niederschlag bildete. Nach Erkal-
ten der Suspension wurde dieser Niederschlag durch Zentrifugation isoliert
und flliichtige Bestandteile im Vakuum entfernt.

Es wurden zahlreiche Versuche zur Optimierung dieser Reaktion durchge-
fihrt und anhand von *H-NMR-Spektren tberpriift. Wahlte man den Anteil
an 10 in der Reaktionsmischung im Vergleich zu Edukt 11 hdher oder
niedriger, als 1.18:1 (10:11) (gewahlte Faktoren: 1.00, 1.10, 1.18,
1.73, 2.59, 3.00 und 10.0), oder wahlte man eine geringere Reaktionszeit
als 72 h (Uberprift wurden 12 h, 24 h und 48 h), war der Anteil von Pro-
dukt 12 im H-NMR-Spektrum im Vergleich zu den Verunreinigungen in

Form nicht umgesetzter Edukte 10 und 11 niedriger. Wahlte man ein an-
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deres Lésungsmittel als Dioxan (Chloroform, Ethylacetat, Toluol oder Xy-
lol), fand keine Umsetzung statt. Eduktreste in Form von 10 wurden durch
Digerieren mit Dioxan entfernt, Edukt 11 wurde hierdurch nicht entfernt,
war also als Verunreinigung weiterhin vorhanden.

Weitere Reinigungsversuche zur Entfernung von 11 durch Digerieren mit
verschiedenen Lésungsmitteln (Chloroform, Wasser, Toluol) waren deswe-
gen nicht erfolgreich, weil die L&slichkeitsunterschiede der beiden Sub-
stanzen 11 und 12 gering waren und daher sowohl im Rickstand, als
auch in der Losung das gleiche Verhaltnis vorlag.

Chromatographische Trennungen an Kieselgel, Aluminiumoxid oder Fluori-
sil gelangen nicht, weil die Succinidylestergruppe des Produkts 12 zu re-
aktiv war und mit den freien Hydroxylgruppen des Aluminiumoxids bzw.
des Kieselgels reagierte. Es lief also nicht mit dem Laufmittel (Rf = 0) und
lieB sich mit keinem L&sungsmittel wieder in L6ésung bringen. Eine Tren-
nung an RP-18-Sdulenmaterial durch medium pressure liquid chroma-
tography (MPLC) fuhrte zum sauberen Produkt 12. Das Rohprodukt 12
wurde als gesattigte methanolische Lésung in den Injektor der MPLC-
Anlage eingespritzt. Als Laufmittel wurde Methanol/Acetonitril im Verhalt-
nis von 1:1 (v/v) gewahlt. Das Produkt 12 lief als erste Fraktion Uber die
Saule, Edukt 11 verteilte sich hinter dem Produkt unspezifisch Uber die
gesamte Saule. Weder Edukt 11, noch andere Verunreinigungen fanden
sich im 'H-NMR-Spektrum des Produktes 12. Produkt 12 wurde vollstén-
dig per Schmelzpunktbestimmung, IR-Spektrum, ESI-Fein-

Massenbestimmung, 'H- und *C-NMR-Spektrum charakterisiert.

4.3.3 2-AMINO-N(-1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMID (13)

Der aktivierte Ester des Linkers sollte dazu benutzt werden, an das Ami-
nophenanthrolin zu kuppeln. Dies scheiterte an der zu geringen Reaktivi-
tat der arylischen Aminofunktion, die nur mit Saurehalogeniden und Sau-
reanhydriden reagiert. Es musste ein reaktiveres Amin in Gestalt einer Al-

kylaminogruppe eingefiigt werden. Hierzu bot sich zwar auch die Umset-
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zung des 2-Brom-N(-1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (6) mit Ethylendi-
amin an, mehr Erfolg aufgrund des geringeren Reinigungsaufwandes ver-
sprach allerdings die Aminolyse mit Ammoniak.

H

N

Edukt 6 wurde in 25%iger wassriger Ammoniaklésung suspendiert und
DMF bis zur vollstandigen Auflésung des Edukts zugetropft. Nach Rihren
Uber Nacht bei Raumtemperatur wurden flichtige Komponenten im Vaku-
um entfernt. Der Feststoff wurde in 5%iger, wassriger Kaliumcarbonatl6-
sung gelést und mit Chloroform extrahiert, um das reine Amin zu erhal-
ten. Sowohl Bromwasserstoff, welcher als Hydrobromid des Produkts 13
vorliegt, als auch ein GroBteil des enthaltenen DMFs wurden hierbei ent-
fernt. AnschlieBend wurde aus bidestilliertem Wasser umkristallisiert, um
das verbleibende DMF zu entfernen. Das hierbei in 29%iger Ausbeute syn-
thetisierte 2-Amino-N(-1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (13) eignete
sich auf Grund der héheren Reaktivitdt der Aminofunktion zur Umsetzung
mit dem aktivierten Ester des Fluorophors.

Produkt 13 wurde vollstandig per Schmelzpunktbestimmung, IR-
Spektrum, ESI-Fein-Massenbestimmung, 'H- und *C-NMR-Spektrum cha-
rakterisiert. Sowohl die Verschiebung der Protonen der Methylengruppe
um 0.7 ppm ins Hochfeld im H-NMR-Spektrum im Vergleich zu Edukt 6,
als auch die Signale der Protonen der Aminogruppe bei 1.86 ppm sind

hierbei charakteristisch.



63

4.3.4 [(4-ACRIDINORANGEMETHYLBENZOYL)OXY]-5-AMINO-ACETAMID-1,10-PHENAN-

THROLIN (14)

Eine Kupplung der beiden Funktionskomponenten durch einen nukleophi-
len Angriff der aliphatischen Aminofunktion des aktivierten Chelators am
Succinidylester des aktivierten Fluorophors fuhrte zur gewlinschten Ver-
bindung [(4-Acridinorangemethylbenzoyl)oxy]-5-Amino-acetamid-1,10-
phenanthrolin (14).

Edukt 13 und ein 1.5-facher Uberschuss an Edukt 12 wurden lber Nacht
bei Raumtemperatur unter Argon in trockenem Chloroform gerthrt. Das
aktivierte Fluorophor [(4-Acridinorangemethyl-benzoyl)oxy]-2,5-
pyrrolydindion-bromid (12) wurde zuvor aufgrund des hohen Reinigungs-
aufwandes und dem daraus geringen resultierenden Nutzen nicht vom
verbleibenden Edukt 3,6-Bis-(dimethylamino)-acridin (11) getrennt. Bei
der Umsetzung mit 2-Amino-N(-1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (13)
fiel das gewilnschte Produkt aus, die Verunreinigung 3,6-Bis-
(dimethylamino)-acridin (11) verblieb in Lésung. Der Niederschlag wurde
durch Zentrifugation isoliert, das Rohprodukt im Vakuum von fllichtigen

Komponenten befreit.

H NH, 12 °

Die Verunreinigung in Form von Edukt 12 wurde durch Umkristallisation

von Rohprodukt 14 entfernt. Hierzu wurde das Rohprodukt 14 in eine
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Soxhlethilse gegeben und mit Chloroform extrahiert. Das Produkt kristal-
lisierte sauber im Vorlagekolben aus. Eine konventionelle Umkristallisation
aus Chloroform war auf Grund der sehr geringen Ldslichkeit des Produkts
14 nicht mdglich, auch aus anderen Lésungsmitteln war eine Umkristalli-
sation nicht mdoglich.

Die Ausbeute lag aufgrund des hohen Reinigungsaufwandes bei der
Umkristallisation durch eine Soxhletapparatur bei nur 6%.

Produkt 14 wurde vollstéandig per Schmelzpunktbestimmung, IR-
Spektrum, ESI-Fein-Massenbestimmung, 'H- und *C-NMR-Spektrum cha-
rakterisiert. Die Ergebnisse der Elementaranalyse zeigten beim C-, H-, N-
Gehalt der Probe eine Verunreinigung von 1.1 Wassermolekilen je 14 -
Molekul. Die ESI-Fein-Massenbestimmung zeigte den Molekillpeak. Das
'H-NMR-Spektrum zeigt eine leichte Verunreinigung durch Chloroform bei
8.3 ppm.
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Abb. 15: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 14 in CDCl;
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4.4 Synthese der Fluoreszenzsonden auf der Basis von Aminofluo-

rescein

4.4.1 2-(5-AMINO-FLUORESCEIN)-N-(1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMID (16)

Eine weitere Fluoreszenzsonde sollte flur den Einsatz in Lysosomen synthe-
tisiert werden. Das gewahlte Fluorophor war Fluorescein. Dieses ist kom-
merziell auch als 5-Aminofluorescein (15) erhaltlich und wurde aus zwei
Grunden gewahlt; zum einen ist die Aminogruppe die Angriffstelle fir die
Kupplung mit dem Chelator 6, dessen fir die Kupplung maBgebliche Stelle
die Alkylbromidfunktion ist. Zum anderen ist die neu entstehende, sekun-
dare Aminofunktion basisch.

5-Aminofluorescein (15) wurde mit 2-Brom-N(-1,10-phenanthrolin-5-
yhacetamid (6) umgesetzt. Die Reaktion zum Produkt 2-(5-Amino-
fluorescein)-N-(1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (16) wurde ohne Hilfs-
base und ohne Temperaturerhéhung in trockenem DMF unter Argon
durchgefuhrt, nachdem sowohl der Einsatz von Kaliumcarbonat bei Raum-
temperatur, als auch die Durchfihrung der Reaktion ohne Hilfsbase bei

80°C zu einer Schwarzfarbung der Reaktionsmischung, begleitet vom Zer-
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fall der Edukte, welcher NMR-spektroskopisch nachgewiesen wurde, fihr-
te. Zugabe von Aminbasen wilrde zur nukleophilen Substitution des Halo-
gens unter Bildung eines quartaren Ammoniumsalzes fihren, analog der

Synthese der beiden kationischen Entquencher 7 und 8.

In reiner Form wurde 16 durch Umkristallisation aus Methanol und Di-
ethylether unter Verwendung eines Kristallisationspilzes erhalten. Hierzu
wurde das Rohprodukt 16 in Methanol gelést und in einen Rundkolben
gegeben. Der Kristallisationspilz wurde mit Diethylether beladen, auf den
Rundkolben gesteckt und bei Raumtemperatur erschitterungsfrei gela-
gert. Ein Kristallisationspilz zeichnet sich dadurch aus, dass er das enthal-
tene Losungsmittel auf eine groBe Flache verteilt, der Austausch mit der
Gasphase also groB ist. Diethylether gelangt in die methanolische Phase
im Rundkolben und fuhrt zur ,sanften™ Auskristallisation des Produktes, im
optimalen Fall als Einkristall. In diesem Fall flihrte diese Form der
Umkristallisation nicht zu Einkristallen, das Produkt fiel als Film an der In-
nenseite des Rundkolbens sauber aus.

Produkt 16 wurde vollstandig per Schmelzpunktbestimmung, IR-
Spektrum, ESI-Fein-Massenbestimmung, 'H- und *C-NMR-Spektrum cha-
rakterisiert. Die ESI-Fein-Massenbestimmung zeigte den Molekilpeak. Das
'H-NMR-Spektrum zeigt leichte Verunreinigungen zwischen 7.8 und 9.1

ppm, deren Ursprung nicht bekannt ist.
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4.5 Synthese der Fluoreszenzsonden auf der Basis von Aminofluo-
resceinethylester
4.5.1 5-AMINOETHYLFLUORESCEIN (17)

In einer weiteren Synthese wurde die Sauregruppe des 5-Amino-
fluoresceins (15) zunachst mit Ethanol schwefelsauer verestert, um an
der spateren Fluoreszenzsonde keine protonierbare Gruppe neben der
Aminofunktion zu besitzen, welche beim niedrigem pH-Wert des Lysosoms
durch Deprotonierung der Carboxylgruppe dazu fihren wirde, dass die

Fluoreszenzsonde neutral ware und nicht, wie geplant kationisch ist.

O O
EtOH,
o oH T
40%

15

Die Veresterung der Sauregruppe gelang ausschlieBlich unter drastischen
Bedingungen; es wurden in Anlehnung an die literaturbekannte Vereste-
rung des Fluoresceins nach Feuerstein et all'*® auf einen Massenanteil
Edukt 1.5 Anteile Schwefelsaure und zwei Anteile Ethanol zugegeben und
16 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Nach der Isolation des Rohproduktes
5-Aminoethylfluorescein (17) durch Zentrifugation und anschlieBendem
Digerieren mit bidestilliertemm Wasser im Ultraschallbad wurde es sau-
lenchromatographisch an neutralem Aluminiumoxid und Aceton/H,O (5:1;
v/v) gereinigt. Das Eluat wurde am Rotationsverdampfer eingeengt, das
Produkt 17 fiel sauber aus der Losung aus, Losungsmittelreste wurden in
einer Trockenpistole an Phosphor(V)-oxid bei 100°C im Vakuum entfernt.

Produkt 17 wurde vollstéandig per Schmelzpunktbestimmung, IR-

Spektrum, ESI-Fein-Massenbestimmung, *H- und *C-NMR-Spektrum und



69

Elementaranalyse charakterisiert. Die ermittelten C-, H-, N-Gehalte der
Elementaranalyse lagen innerhalb der Toleranzen von 0.3% Abweichung.
Die ESI-Fein-Massenbestimmung zeigte den Molekiilpeak. Das *H-NMR-
Spektrum zeigt keine Verunreinigungen. Charakteristisch ist das Triplett-
signal des H-NMR-Spektrums der Methylgruppe des Ethylesters bei 0.80
ppm. Die Intensitat dieses Signals im Verhaltnis zu den restlichen Signa-

len indiziert eine vollstandige Veresterung der Carboxylgruppe.

4.5.2 2-(5-AMINOFLUORESCEIN-ETHYLESTER)-/N-1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)-

ACETAMID (18)

Bei der nachfolgenden Synthese des Fluoreszenzfarbstoffes 2-(5-
Aminofluorescein-ethylester)-N-1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (18)
wurden die Edukte, Fluorophor 17 und die chelatisierende Untereinheit 6,
in trockenem Acetonitril bei Raumtemperatur unter Argon gerthrt. Es
wurde ein leichter Uberschuss an Edukt 17 von 1.17/1 gewéhlt. Dieser
wurde gewahlt, weil so erreicht wurde, dass im Rohprodukt das Edukt 6
als einzige Verunreinigung vorlag. Andere Mischungsverhaltnisse, auch ein
groBer Uberschuss an Edukt 6 fihrten nicht zu einem vollstindigen
Verbrauch des Edukts 17, andererseits fiihrte ein kleiner Uberschuss an
17 zum Verschwinden der Signale des Edukts 6 im !H-NMR-
Rohproduktspektrum.

Br
x,
7\ 7\
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Die Reinigung des Produkts 2-(5-Aminofluorescein-ethylester)-N-1,10-
phenanthrolin-5-yl)acetamid (18) erwies als sich als schwierig.

Das 'H-NMR-Spektrum des Rohproduktes zeigte neben Spuren von DMF
ein 17/18- (Edukt/Produkt) Verhaltnis von 1:3 (die Berechnung des
Edukt/Produkt-Verhaltnisses erfolgte durch Integration des charakteristi-
schen mittleren Peaks des Tripletts der mit 31 bezeichneten Protonen der
Ethylestergruppe im 'H-NMR-Spektrum).

Es folgten Umkristallisationsversuche. Es wurde aus bidestilliertemm Wasser
umkristallisiert. Wurde die Temperatur der Mischung langere Zeit auf
100°C gehalten, fiel das Edukt/Produkt-Verhaltnis auf unter 1:1. Versu-
che, bei denen das Ldsungsmittel nur fir 30 Sekunden zum Sieden ge-
bracht wurde, flhrte bis zu einer Anreicherung des Produktes auf ein
Edukt/Produkt-Verhaltnis von 1:6.

Wurde 18 in Ethanol geldst, so dass eine gesattigte Losung entstand und
darliber ein mit Diethylether beflllter Kristallisationspilz angebracht, fihr-
te dies zu einem Edukt/Produkt-Verhaltnis von 1:8.

Es wurden ausgiebige chromatographische Reinigungsversuche unter-
nommen. Am gebrauchlichsten und einfachsten zu handhaben sind Kiesel-
gel oder Aluminiumoxid, daher wurde mit diesen stationaren Phasen be-
gonnen, wobei sich aber zeigte, dass das zu reinigende Produkt bei allen
verwendeten Laufmitteln von Hexan bis Methanol (sowie zahlreiche Gemi-
sche aus diesen) jeweils einen R~-Wert von null zeigte. Digerieren der sta-
tionaren Phase - auch Rihren unter Ruckfluss mit DMF- fUihrte nicht zum
Losen des Produktes aus der stationaren Phase.

Aus diesen Grunden wurde RP-18-Saulenmaterial zu Trennversuchen be-
nutzt. Ein Laufmittelgemisch mit recht hohem Wassergehalt wurde ge-
wahlt, da wasserarme Laufmittelgemische eine sehr schlechte Trennwir-
kung bei dem vorliegenden Trennproblem zeigten. Letztlich zeigte ein Me-
thanol/Wasser-Gemisch in der Zusammensetzung 2:1 bei den Dlnn-
schichtchromatographischen Voruntersuchungen die beste Trennwirkung.
Dies lieB sich jedoch nicht auf die Saulenchromatographie Gbertragen, wo

eine Zusammensetzung Methanol/Wasser von 1:1 die beste Trennwir-
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kung zeigte, die aber nach zahlreichen Versuchen immer noch zu schlecht
war, um genlgend groBe Mengen sauberen Produktes zu erhalten, um sie
einer weiteren Charakterisierung zuzufihren.

Der Einsatz einer MPLC-Anlage flihrte auch nach Laufmittelverhaltnisvaria-
tionen und immer geringer werdenden Beladungsmengen zu keinerlei
Trennung.

Der Versuch, die guten dinnschichtchromatographischen (DC) Trennun-
gen auf die praparative Ebene mit manuell hergestellten DC-Glasplatten
der GréBen 20 x 20 cm, bzw. 12 x 11 cm zu Ubertragen, scheiterte zu-
nachst bei der Verwendung einfachen Saulenmaterials, welches aufge-
schlemmt und auf eine - mit Spulmittelldsung und Aceton gereinigten und
entfetteten - Glasplatte der Dimensionen 20 x 20 cm gegossen wurde. Es
war keinerlei Trenneffekt zu erkennen.

Es wurde 13% Gips - bezogen auf die Masse des RP-18-Saulenmaterials -
zu dem RP-18-Material dazugegeben und ausgiebig gemdrsert. Das Pulver
wurde mit Methanol/Wasser (10:1) aufgeschlemmt und auf eine gereinig-
te und entfettete Glasplatte, die vorher auf 12 x 11 cm geschnitten wurde,
gegeben. Nach einer halben Stunde Trocknen an der Luft bei Raumtempe-
ratur wurde die Platte flir 14 h in einen auf 80°C vorgeheizten Trocken-
schrank gegeben. Die erste Platte der Dimension 12 x 11 cm wurde mit
6.00 mg in 3.00 mL Methanol und anschliessend eine zweite Platte mit
4.00 mg 18 Rohprodukt in 2.00 mL Methanol beladen, was aufgrund einer
Uberladung der jeweiligen Platte zu keiner Trennung fiihrte. Die dritte
Platte wurde mit einer Losung aus 1 mg Rohprodukt 18 in 1 mL Methanol
beladen. Die Trennung sah visuell sehr gut aus, ein angefertigtes 'H-NMR
Spektrum war durch die zu geringe Konzentration an Produkt 18 nicht fir
eine Auswertung geeignet. Eine praparative dinnschichtchromatographi-
sche Trennung kam also auf Grund der geringen Menge an Produkt nicht
in Frage. Eine praparative Reinigung entfiel somit, da Trennmethoden, mit
denen sich genigend groBe Mengen an Produkt 18 reinigen lieBen, nicht

zur Verfligung standen.



72

'l: N~ Mmoo ~ o~ N O~ o o~ - oN
o o~ ©own - o © NTOoO < wn o~ N
< ww N o~ o © Townw © ~ o o0
. -0 ©ownw o~ ~ <t Noo w o~ o @~
2 00 ®® © 2~ N~ NNo  © < © oo
VNPT P | g
31

o N
N o ‘

o ©

© ~

s o

||

\

31

25
|
30
|

9 0.80

(ppm ) ‘
Do T s e T T T e T T T e T T 0
(ppm )

Abb. 17: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 18 in DMSO-de

18




73

4.5.3 4-BROMMETHYL-BENZOYLBROMID (19)

Auf Grund der Probleme bei der Reinigung von Fluoreszenzsonde 18 wur-
de die Struktur des Linkers variiert, indem er um eine Phenylengruppe
erweitert wurde. Dessen benzylisches Brom weist zum einen Reaktivitats-
unterschiede zu dem des Bromacetylbromids auf, so dass die Reaktion
maoglicherweise hdhere Ausbeuten aufweist; zum anderen kdnnte sich das
Produkt leichter reinigen lassen.

Der Linker 4-Brommethyl-benzoylbromid (19) wurde nach Solas et al.[**°]
aus der kommerziell erhaltlichen 4-Brommethylbenzoesdure (9) herge-
stellt, die in Phosphortribromid unter Rickfluss umgesetzt wurde. Nach
der Reinigung des Rohproduktes durch Ldsen in Toluol, Abfiltrieren der
unléslichen Verunreinigungen und Entfernen des Losungsmittels im Vaku-
um, wurde auf Grund der hohen Reaktivitat des Linkers dieser ohne weite-

re Charakterisierung den nachfolgenden Reaktionen zugefiihrt.

Br Br
+ PBrj
e
91%
HO™ ~0 B~ O
9 19

4.5.4 4-(BROMMETHYL)-N-(1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)BENZAMID (20)

Mit 4-(Brommethyl)-N-(1,10-phenanthrolin-5-yl)benzamid (20), welches
nach der Methode von Weisheit!'!! synthetisiert wurde, konnte analog der
Synthese von Chelatoruntereinheit 6 ein weiterer Chelator auf 1,10-
Phenanthrolinbasis erhalten werden. 5-Amino-1,10-phenanthrolin wurde
mit Linker 19 als Suspension in trockenem Acetonitril unter Argon bei
Raumtemperatur gerthrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Aceto-
nitril, Wasser und 5%iger Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen

und im Exsikkator Uber Phosphor(V)-oxid getrocknet.
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Br

Br
_|_
NH, Br~ ~O 04 n—H
19
7\ 7\ 72\ 72\
—N N= =N N=
3 20

Das literaturbekannte Produkt 20 wurde durch ein H-NMR-Spektrum

identifiziert.

4.5.5 5-AMINO-2-(3-0X0-6-[4-(1,10-PHENANTHROLIN-5-YLCARBAMOYL)-BENZYL-

OXY]-3H-XANTHEN-9-Y)BENZOESAUREESTER (21)

Eine weitere Fluoreszenzsonde mit Fluorescein als Fluorophor sollte aus
den Edukten 17 und 20 hergestellt werden. Hierzu wurden zundachst beide
Edukte in dquimolarem Verhaltnis in DMF geruhrt. Da auch nach 72 h bei
einer Temperatur von 100°C kein Umsatz erfolgte, was sich anhand von
hochaufgeldsten ESI-MS-Spektren Uberprifen lieB, wurde mit Natriumcar-
bonat eine Hilfsbase zugesetzt. Mit einem 50%-igen Uberschuss an 20
lieB sich das Fluorophor 17 vollstandig umsetzen.

Das saubere Produkt wurde saulenchromatographisch an basischem Alu-
miniumoxid mit dem Laufmittelgemisch Chloroform/n-Hexan/Ethanol

(10:4:1 v/v/v) erhalten, das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
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Br
0~ >N H 12%
7\ 7\ 7\ 7\
20 21

Das Produkt 5-Amino-2-(3-0x0-6-[4-(1,10phenanthrolin-5-ylcarbamoyl)-
benzyloxy]-3H-xanthen-9-y)benzoesdureester (21) war nicht zu einer
sichtbaren Fluoreszenz fahig, da die Kupplung nicht - wie gewiinscht — an
der Aminofunktion des Fluorophors stattfand, sondern an der Hydro-
xylgruppe des fluorophoren Systems, dessen delokalisiertes n-System da-
durch verandert wurde.

Produkt 21 wurde vollstéandig per Schmelzpunktbestimmung, IR-
Spektrum, ESI-Fein-Massenbestimmung, *H- und *C-NMR-Spektrum cha-
rakterisiert. Die ESI-Fein-Massenbestimmung zeigte den Molekillpeak. Das
'H-NMR-Spektrum zeigt auBer Spuren von DMF, die sich im Vakuum nicht
entfernen lieBen, keine Verunreinigungen.

Die Kupplung am fluorophoren System wurde durch das Integral des Sig-
nals der mit 42 bezeichneten Protonen der Aminogruppe bei einer chemi-
schen Verschiebung von 5.88 ppm gezeigt, welches eindeutig aus zwei
Protonen gebildet wird (also nicht der Ort der Kupplung sein kann). Des
weiteren sind die mit 18, 19 und 30 bezeichneten Kohlenstoffatome nicht
mehr &quivalent den Kohlenstoffatome 22, 23 und 24 im !*C-NMR-
Spektrum. Dies ist der Fall bei einem Molekiil, das an dem mit 18 be-
zeichneten Kohlenstoffatom eine phenolische Hydroxylgruppe tragt. Des-

sen Proton zeigt eine Tautomerie mit der Carbonylgruppe an dem mit 23
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bezeichneten Kohlenstoffatom, welche diese beiden Kohlenstoffatome im

13C-NMR-Spektrum &quivalent erscheinen lasst. Diese Tautomerie findet

bei Molekll 21 nicht statt, da keine Hydroxylgruppe, sondern ein Ether
vorliegt.
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Abb. 18: 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 21 in DMSO-de
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5 Einsatz der Fluoreszenzsonden im zellfreien System

Die Eisenchelatoren wurden zunachst im zellfreien System auf ihre
UV/Vis-Absorptionen und ihre fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften
untersucht. Dies geschah sowohl in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit
von Fe(II)-Ionen und in Abhdngigkeit vom pH-Wert. Des weiteren wurde
die Bindungsstéchiometrie der Sonden mit Fe(II) untersucht. Alle Messl6-
sungen wurden mit dem Schwermetallkomplexbildnerharz Chelex 100 be-
handelt, da vorhandene Schwermetallionen die Ergebnisse verfalschen
wurden.

Diese Untersuchungen waren die Grundlage flUr die spateren Untersu-
chungen in lebenden Zellen und die daflir bendétigten ex-situ-

Kalibrierungen.

5.1 Das Fluoreszenzverhalten der Fluoreszenzsonde 14

5.1.1 ABSORPTIONS-/EMISSIONSSPEKTRUM DER FLUORESZENZSONDE 14

Zunachst wurden die Absorptions-/Emissionsspektren der unbeeinflussten
Fluoreszenzsonde 14 untersucht (Abb. 19).

Die maximale Emission zeigte die Fluoreszenzsonde bei einer Anregungs-
wellenlange von Aexe = 499 nm. Die maximale Fluoreszenzintensitat der

Fluoreszenzsonde 14 liegt bei Aem = 533 nm.



78

Extinktion rel. Fluoreszenzeinheiten
1.0T \‘. r1.0
| Emission
------- Absorption
0.871 - 0.8
0.6t .-" r0.6
0.44 0.4
0.2 . r0.2
300 400 500 600 700
Wellenlange [nm]

Abb. 19: Absorptions- und Emissionsspektrum der Fluoreszenzsonde
14 in Tris-Puffer bei pH 7.2 und 0.18% SDS. Die Anregungwellenlange
flir das Emissionsspektrum betrug Aeyc = 499 nm. Die Emissionswellen-

lange fir das Anregungsspektrum lag bei Aer, = 543 nm.

5.1.2 PH-WERT-ABHANGIGES EMISSIONSSPEKTRUM DER FLUORESZENZSONDE 14

Um dem pH-Wert des jeweiligen Zellkompartiments zu entsprechen, wur-
den die wassrigen Losungen gepuffert; die pH-Werte der Messlésungen
lagen ganzzahlig zwischen pH = 4 und pH = 10. Die Fluoreszenzspektren
wurden unter Zugabe des Lésungsvermittlers Natriumdodecylsulfat (SDS)
aufgenommen. Diese filihrten nicht zu einer Anderung der Absorptions-
/Fluoreszenzspektren. Ohne Zusatz von SDS war die Loslichkeit der Fluo-
reszenzsonden bei den gewahlten Konzentrationen von 5.00 bis 100 uM in
wassriger Losung zu gering; es wurde die geringstmdgliche Menge an SDS
gewahlt, die dazu fuhrte, dass die Sonde vollstandig geldst war (0.18%),
so dass die kritische Mizellenkonzentration von 8.00 mM (0.23%) flr SDS
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unterschritten wurde und Beeintrachtigungen der Messungen ausgeschlos-
sen werden konnten.

Die Absorptions- und Emissionsspektren der Fluoreszenzsonde 14 zeigten
keine Abhangigkeit vom pH-Wert der Messlésung im untersuchten pH-
Bereich.

Die Fluoreszenzsonde 14 hat zwar zwei protonierbare Dimethylamino-
Gruppen, deren pKg-Wert jedoch madglicherweise auf Grund der bereits
vorhandenen, permanenten, positiven Ladung am Ringstickstoff des Fluo-
rophors so niedrig ist, dass in diesem Fall im untersuchten pH-Bereich
keine weitere Protonierung stattfinden wirde. Dies ware eine Erklarung
daflir, dass die Absorptions- und Emissionsspektren keine pH-

Abhangigkeit zeigten.

5.1.3 EMISSIONSSPEKTRUM DER FLUORESZENZSONDE 14 IN ABHANGIGKEIT VON

EISEN(II)-IONEN

Mohr “sches Salz (Eisen(II)ammoniumsulfat, Fe(NH4)2(S04), - 6 H,O /Tri-
natriumcitrat) wurde als wassrige Losung der Fluoreszenzsondenldsung
stufenweise zugesetzt, was zu keiner Verschiebung des Fluoreszenzinten-
sitdtsmaximums flhrte. Mohr sches Salz zeichnet sich durch seine Be-
standigkeit gegen Luftsauerstoff aus. Trotzdem wurden die Messungen
stets unter Gegenwart eines groBen Ascorbinsaureiberschusses durchge-
fuhrt, um zu gewahrleisten, dass das vorhandene Eisen stets in der Oxida-
tionsstufe +II vorliegt und nicht durch Luftsauerstoff zu Eisen(III) oxidiert
wird.

Abb. 20 zeigt die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat der Fluoreszenz-
sonde 14 von der jeweils in der Messlésung vorhandenen Eisenkonzentra-
tion. Der Abfall der Fluoreszenz verlauft, wie erwartet linear bis zum Errei-
chen des stéchiometrischen Verhaltnisses von 3:1 (Fluoreszenzsonde: Ei-
sen). Dieser Verlauf wird verdeutlicht durch Abb. 21, bei der das Maxi-
mum der Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Kurve bei einer Wellenlange
von 543 nm aufgezeigt ist.

Abb. 21 zeigt deutlich den anndhernd linearen Verlauf der Abhangigkeit
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der Fluoreszenzintensitat der Sonde 14 von der Eisenkonzentration.

Ab einer Konzentration von 3.3 uM Eisen tritt kein weiterer Abfall der Fluo-
reszenzintensitat mehr auf. Es liegt also eine 3:1 Stéchiometrie von Fluo-
reszenzsonde zu Eisen (10 puM Fluoreszenzsonde 14 zu 3.3 puM Fe’*) vor.

Die Fluoreszenz der Sonde wird annahernd vollstandig geldscht.

25000 +

c 20000 - —=—ohne Fe

2 ——0.5 M Fe
-g —— 1.0 yM Fe
'g 15000 —e—1.5 M Fe
ﬂ‘, ——2.0 uM Fe
A ——25uM Fe
§ 10000 - ——30uMFe
T ——3.5uMFe
® ——10 M Fe

5000 -

450 550 650
Wellenlange [nm]

Abb. 20: Das eisenkonzentrationsabhdangiges Emissionsspektrum von 14 bei
einer Fluoreszenzsondenkonzentration von 10uM in Tris-gepufferter Lésung bei

pH 7.2 und bei 0.18% SDS. Die Anregungswellenlange betrug Agyc = 499 nm.
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Abb. 21: Die Fluoreszenzintensitdat von 14 in linearer Abhangigkeit von der Eisen-
konzentration. 14 liegt bei einer Konzentration von 10 uM vor, die Lésung ist Tris-
gepuffert bei pH 7.2 und mit 0.18% SDS versetzt. Die Anregungswellenlange war
Aexc = 499 nm.

5.2 Das Fluoreszenzverhalten der Fluoreszenzsonde 16

5.2.1 ABSORPTIONS-/EMISSIONSSPEKTRUM DER FLUORESZENZSONDE 16

Abb. 22 zeigt das Absorptions-/Emissionsspektrum der Fluoreszenzsonde
16 bei pH = 7.2 in Tris/HCl-gepufferter L6sung. Die maximale Absorption
liegt bei Aexc = 495 nm, die maximale Fluoreszenzintensitat bei Aem = 525

nm.
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Abb. 22: Absorptions- und Emissionsspektrum der Fluoreszenz-
sonde 16 in Tris-Puffer bei pH 7.2 und 0.18% SDS. Die Anre-
gungwellenlange flir das Emissionsspektrum betrug Ae. = 495
nm. Die Emissionswellenlange fir das Anregungsspektrum lag
bei Aem = 525 nm.

5.2.2 PH-WERT-ABHANGIGES EMISSIONSSPEKTRUM DER FLUORESZENZSONDE 16

Auch bei diesen Messungen lagen die pH-Werte der Messlésungen ganz-
zahlig zwischen pH = 4 und pH = 10. Die Fluoreszenzspektren wurden un-
ter Zugabe von 0.18% des Ldésungsvermittlers Natriumdodecylsulfat
(SDS) aufgenommen.

Die Fluoreszenzsonde 16 zeigte eine starke pH-Abhdangigkeit (Abb. 23).
Fluoreszenzsonde 16 kann in zwei tautomeren Formen vorliegen. Die of-
fene Form (als Saureanion) liegt bevorzugt bei Protonenunterschuss, also
in hohen pH-Wert vor. Die geschlossene Form Uberwiegt bei niedrigen pH-
Werten. Nur bei der offenen Form liegt ein fluoreszenzfahiges System vor,
die Fluoreszenzintensitat sinkt also mit sinkendem pH-Wert.

Dies wird verdeutlicht durch die Fluoreszenzspektren in Abb. 23 und Abb.
24.
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Abb. 23: pH-Wert-abhangige Messung der Fluoreszenzspektren von 16 in gepufferter

Losung des jeweiligen pH-Werts. Die Anregungswellenléange lag bei Aeyc = 495 nm.
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Abb. 24: Fluoreszenzintensitat der Fluoreszenzsonde 16 einer Anregungswellen-

ldnge von Age = 495 nm und einer Emissionswellenldnge von Ae = 524.6 nm in

Abhangigkeit vom pH-Wert der Messlésung.
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In Abb. 24 steigt die Fluoreszenzintensitat der Fluoreszenzsonde 16 bis zu
einem pH-Wert von 7 mit steigendem pH-Wert stark an. Hierbei ergibt
sich der erste Wendepunkt der Kurve bei etwa pH = 6.3 aus der Gleich-
gewichtskonstanten der Tautomerie dieses Moleklls zwischen Lactonform
und offener Form und dem pKs-Wert der Carboxylgruppe des Moleklls 16.
Diese beiden Vorgange, die Tautomerie des Moleklls und die Deprotonie-
rung der Carboxylgruppe, hangen zusammen. Die Tautomerie ist stark
vom pH-Wert der L6ésung abhangig, da die offene Form bei héheren pH-
Werten leichter deprotoniert werden kann und die Carboxylatform nicht im

tautomeren Gleichgewicht mit der Lactonform steht.

5.2.3 EMISSIONSSPEKTRUM DER FLUORESZENZSONDE 16 IN ABHANGIGKEIT VON

EIseN(II)-IONEN

Die Untersuchung der Stdéchiometrie der Fluoreszenzsonde 16 ergab keine
lineare Abhangigkeit der Fluoreszenz von der Eisenkonzentration der je-
weiligen Messldsung. Bis zu einem Verhaltnis von 1:1 bei einem pH-Wert
von 7.00 und einer Fluoreszenzsondenkonzentration von 10.0 uM an 16
zeigte sich keine signifikante Anderung der Fluoreszenzintensitiat der

Messldsung.
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5.3 Vorgang der Fluoreszenzléschung durch Fe?*-Ionen

Da die chelatisierende Einheit 1,10-Phenanthrolin eine Bruttokomplexbil-
dungskonstante von loggs = 21.3[12%) mit Fe?*-Ionen besitzt, muss man ab
einer Eisenkonzentration von etwa 3.33 uM bei einer Fluoreszenzsonden-
konzentration von 10 uM von einer vollstdandigen Komplexierung ausge-
hen. Dass es hierbei im chemischen System bei Fluoreszenzsonde 16
nicht zu einer Quenchung der Fluoreszenz kommt, kénnte daran liegen,
dass der Schweratomeffekt bei diesem Molekill nicht von der chelatisie-
renden Untereinheit zum fluorophoren System Ubertragen wird.

Dies kann Uber zwei Mechanismen geschehen. Die Fluoreszenz kodnnte
Uber eine Konjugation des n-Systems, die den Schweratomeffekt von der
chelatisierenden Untereinheit zum fluorophoren System Ubertragt, ge-
quencht werden. In diesem Falle ware der Linker der Fluoreszenzsonde 14
dazu befdhigt und die Fluoreszenzsonde 16 zu dieser Ubertragung nicht
befahigt, moéglicherweise durch die Methylengruppe an Kohlenstoff 9 (sie-
he 8.7.11) im Linker des Moleklls 16. Gegen diesen Weg spricht das Vor-
handensein von zwei Methylengruppen im Linker der Fluoreszenzsonde
14, welche 3:1-Stéchiometrie bei der Quenchung mit Fe**-Ionen zeigt.
Der andere Weg ist die Ubertragung des Schweratomeffekts bei einer
raumlichen Nahe des fluorophoren Systems zur chelatisierenden Unterein-
heit, welche an das Eisen gebunden ist, mdglicherweise eine gestapelte
Anordnung der beiden n-Systeme der aromatischen Systeme des Phe-
nanthrolins und des Fluorophors. Ein ahnliches Phanomen ist literaturbe-
kannt bei 2,7 "-Dichlorfluorescein, bei dem die Konformation des Mole-
kils vom Fluorophor zu zwei quenchenden Stickstoffatomen von Bedeu-
tung ist. Diese sind je nach Konformation kooperativ und reversibel zu ei-
ner Quenchung des Fluorophors befahigt. Andert man die Konformation
dieser beiden Stickstoffatome zum Fluorophor, zeigt dieses eine Fluores-
zenz.[1°0]

Abb. 25 zeigt die mégliche Konformation der Fluoreszenzsonde 14, bei der
eine Ubertragung des Schweratomeffekts von der chelatisierenden Unter-

einheit, welche an ein Fe®*-Ion gebunden ist, zum Fluorophor mdglich
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scheint. Die delokalisierten n-Systeme der beiden trizyklischen, aromati-
schen Systeme liegen hierbei genau Ubereinander. Diese Anordnung ist
trotz der starren Phenylengruppe und der beiden starren Amidgruppen des
Linkers moglich. Dies beruht hauptsachlich auf der freien Drehbarkeit um
die Bindungsachsen der beiden Methylengruppen. Es ist auch von Bedeu-
tung, dass der Linker neben der ausreichenden Flexibilitat auch eine aus-
reichende Lange flr eine solche Faltung aufweist. Das Molekil 16 ist zu
einer solchen Faltung nicht in der Lage. Zum einen ist der Linker insge-
samt kilrzer und zum anderen besitzt er nur eine Methylengruppe, um de-

ren Bindungsachsen eine freie Drehbarkeit moéglich ist.

N N=
14, AOPA

Abb. 25: Die Fluoreszenzsonde AOPA (14) in der bei der Fluoreszenzquenchung durch

Fe?*-Ionen wahrscheinlichen Konformation.

Die gezeigte Konformation wurde manuell ermittelt, da bei der Berech-
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nung mit dem Programm ,MacroModel 6.5" ohne Fe®-Ionen die beiden
dann freien Elektronenpaare der Ringstickstoffatome des Phenanthrolins
einen starken Einfluss auf die Konformation nehmen. Berechnungen mit
durch diese Ringstickstoffatome komplexierten Eisen(II)-Ionen waren
nicht moéglich, da Eisen mit diesem Programm nicht berechnet werden

kann.

5.4 Linearitat der Kalibrierungen der Fluoreszenzintensitat der
Sonden 14 und 16 als Funktion der Konzentration und maogliche

Storfaktoren

Um den durch das Eisen(II) erzeugten Fluoreszenzabfall und somit die Ei-
sen(Il)-Konzentration zu quantifizieren ist eine Kalibrierung nétig, da aus
der Fluoreszenzintensitat nicht direkt eine Konzentration errechenbar ist.
Um aus den hierbei erhaltenen Fluoreszenzintensitaten Eisenkonzentratio-
nen bestimmen zu kénnen, wird eine ex situ-Kalibrierung durchgefihrt:
Man bestimmt die Fluoreszenzintensitat des freien Chelators; diese ist
maximal, da keine Komplexierung durch Eisen(II)-Ionen erfolgen kann.
Gibt man nun schrittweise Eisen(II) in Form einer wassrigen Lésung des
Mohr “schen Salzes zu, erhalt man eine Kalibrierungsgerade. Hierzu muss
gewahrleistet sein, dass die Abhangigkeit zwischen Fluoreszenzintensitat

und Fluoreszenzfarbstoffkonzentration linear ist. Dies ist nur der Fall,
wenn die Extinktion E (mit E = ecd, wobei ¢ der molare dekadische Extink-

tionskoeffizient ist) kleiner als 0.01 ist, da dann der Faktor 10*? deutlich

groBer ist als 1. Fur diesen Fall wird die 1 vernachlassigt und es gilt:

F= @ Io(l-10%% o F =23 Isecd (fur E <0.01) (11)

Diese Gleichung!*??! beschreibt eine lineare Funktion, so dass die Kalibrie-
rung in diesem Extinktionsbereich eine Gerade ergibt. Diese geringe Ex-
tinktion erreicht man durch eine geringe Konzentration ¢ und vor allem

eine geringe Schichtdicke d, welche durch das konfokale System des ver-



88

wendeten Laser-Scanning-Mikroskopes erreicht wird. Sowohl die geringe
Konzentration, als auch die geringe Schichtdicke flihren zu dem positiven
Nebeneffekt, dass die Selbstquenchung durch Reabsorption eines bereits
von einem Fluoreszenzsondenmolekll emittierten Photons gering gehalten
wird. Auch das bereits beschriebene Phanomen der Konzentrationslo-
schung wird durch eine geringe Farbstoffkonzentration minimiert, so dass
die Linearitat der Kalibrierung gewahrleistet bleibt. Dieses wurde mittels
Kalibrierungsmessungen lberpruift

Auch die Kalibrierungsmessungen wurden in Tris/HCI gepufferter Lésung
bei einem pH-Wert von 7.2 und bei einer Temperatur von 37°C mittels
quantitativer, konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie durchgeftihrt.

Es wurden die gleichen Mikroskop-, Laser- und Detektoreinstellungen so-
wie die gleiche Schichtdicke gewahlt wie bei den zelluldaren Messungen

(siehe unten).
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5.4.1 KALIBRIERUNG DER FLUORESZENZSONDE 14

Abb. 26 zeigt den linearen Verlauf der Fluoreszenzintensitat der Fluores-
zenzsonden 14 bis zu einer Konzentration von 80 uM. In diesem Bereich
kommt also eine Eigenléschung der Fluoreszenzsondenmolekiile nicht zum
Tragen. Bei Fluoreszenzsonde 14 war eine lineare Abhangigkeit der Fluo-
reszenz von der Konzentration des Farbstoffs bei den Uberpriften, rele-

vanten Bedingungen gegeben.
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Abb. 26: Lineare Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat der Sonde 14 von der Konzent-
ration des Farbstoffs bei einer Anregungswellenldange von Agy = 488 nm, die Emissions-
wellenlange lag bei Aen = 505 nm. Gemessen wurde in Tris/HCI bei pH 7.2 mit 0.18%

SDS bei 37°C. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen.

Die Uberpriifung der Konstanz der Bindungsstéchiometrie zwischen Ei-
sen(Il)-Ionen und dem jeweiligen Chelator von 3:1 wurde ebenfalls in
Tris/HCI gepufferter Losung bei 37°C und einem pH-Wert von 7.2 durch-

gefuhrt. Eisen(II)-Ionen in Form einer wassrigen Lésung aus Mohr“schem
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Salz wurde zu den Farbstofflésungen der relevanten, im jeweiligen Zell-
kompartiment nach der Akkumulation vorherrschenden Konzentrationen
titriert. Mit konstanter Anregungswellenldnge wurde die Fluoreszenzinten-
sitat der L6sungen nach wenigen Minuten quantifiziert, da solche Komple-
xierungen innerhalb weniger Sekunden ablaufen, d. h. ein vollstandiger
Umsatz zum Eisen(II)-Chelator-Komplex war somit gewahrleistet.

Fir die Fluoreszenzsonde 14 gilt eine - flir 1,10-Phenanthrolin Ubliche -
3:1-Stdéchiometrie beziglich Eisen(II)-Ionen; bei einem molaren Verhalt-
nis von 3 Teilen Chelator zu einem Molekul Eisen(II) ist der Fluoreszenz-
farbstoff vollstdndig bei jeder gewahlten Farbstoffkonzentration ge-
quencht. Die Struktur dieses Komplexes ist daher oktaedrisch.

Abb. 27 zeigt diese 3:1-Stéchiometrie auch bei der Kalibrierung am Laser-
Scanning-Mikroskop bei unterschiedlich Fluoreszenzsondenkonzentratio-
nen.

Zur Uberprifung der Bindungsstdchiometrie verwendet man die halbma-
ximale Fluoreszenzintensitat der Fluoreszenzsonde 14 (siehe Abb. 27).
Von diesem Punkt auf der jeweiligen Geraden fallt man das Lot auf die Ab-
szisse und erhalt dort den tatsachlichen Wert der Eisen(II)-konzentration,
der fur die halbmaximale Quenchung bendtigt wird. Diesen vergleicht man
mit den theoretischen Werten flr eine halbmaximale Quenchung, dies ist
auf Grund der 3:1-Stéchiometrie ein Sechstel der Farbstoffkonzentration.
Der gemessene Wert betragt bei einer Farbstoffkonzentration von 45 uM
7.6 UM Fe?* (Theorie 7.5 UM Fe®*). Bei einer Konzentration an 14 von
30 uM 5.3 pM Fe?* (Theorie 5.0 uM Fe®*) und bei einer Farbstoffkonzent-
ration von 15 uM 2.3 pM Fe?* (Theorie 2.5 uM Fe®*).
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Abb. 27: Ex situ-Kalibrierung der Fluoreszenzsonde 14 mit Fe?* in Tris/HCl-gepufferter
Lésung bei pH = 7.2 mit 0.18% SDS bei 37°C am Laser-Scanning-Mikroskop bei einer
Anregungswellenldange von A = 488 nm, die Emissionswellenldange lag bei As, = 505

nm



92

5.4.2 KALIBRIERUNG DER FLUORESZENZSONDE 16

Abb. 28 zeigt den linearen Verlauf der Fluoreszenzintensitat der Fluores-
zenzsonden 16 bis zu einer Konzentration von 80 uM. Auch bei dieser Flu-
oreszenzsonde kommt in diesem Bereich eine Eigenldéschung der Fluores-
zenzsondenmolekile nicht zum Tragen. Bei Fluoreszenzsonde 16 war eine
lineare Abhangigkeit der Fluoreszenz von der Konzentration des Farbstoffs

bei den Uberpriften, relevanten Bedingungen gegeben.
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Abb. 28: Lineare Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat der Sonde 16 von der Konzent-
ration des Farbstoffs bei einer Anregungswellenldnge von Aee = 488 nm, die Emissions-
wellenlange lag bei Aem > 505 nm. Gemessen wurde in Tris/HCI bei pH 7.2 mit 0.18%

SDS bei 37°C. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhéangigen Messungen.
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6 Untersuchungen der Fluoreszenzsonden in der Zelle

Die folgenden Untersuchungen zur subzelluldren Verteilung der Fluores-
zenzsonden und zum quantitativen Nachweis chelatisierbaren Eisens in-
nerhalb des - der Akkumulation der Sonden - entsprechenden Zellkompar-
timents fanden an Hepatozyten und Leberendothelzellen von Ratten statt.
In Analogie zur Methode von Petrat et al. kam hierbei die konfokale Laser-

Scanning-Mikroskopie zum Einsatz.

6.1 Die Akkumulation der Fluoreszenzsonden in den Zellkomparti-

menten

Es wurde die Verteilung der Fluoreszenzsonden auf subzellularer Ebene
vitaler Zellen untersucht, wobei das Ziel bei der Entwicklung eines solchen
Farbstoffes ist, dass dieser nach Mdglichkeit selektiv in nur einem diskre-
ten Zellkompartiment in ausreichender Endkonzentration akkumuliert.
Das Lokalisationsverhalten des jeweiligen Farbstoffes ldsst sich optisch
verfolgen. Um eine maximale und nur durch die Verteilung der Fluores-
zenzsonde beeinflusste (und nicht von der jeweiligen Eisenkonzentration
des entsprechenden Zellkompartiments abhangige) Fluoreszenzintensitat
zu erreichen, wurde deren eisenkonzentrationsabhangige Fluoreszenz-
guenchung mittels Zugabe eines Entquenchers aufgehoben. Benutzt wur-
den die Entquencher PIH, 2,2 -Dipyridyl (DPD) und 1,10-Phenanthrolin.
PIH besitzt eine Bruttokomplexbildungskonstante von logs, (Fe**) = 34.0
bei pH 7.4 , ist nicht toxisch und ausreichend lipophil fir Membrandurch-
tritte.

6.1.1 INTRAZELLULARE VERTEILUNG DER FLUORESZENZSONDE 14

Zur Untersuchung der subzellularen Verteilung wurden Rattenhepatozyten
mit dem Fluoreszenzfarbstoff 14 beladen um mit dem Entquencher PIH

die maximale Fluoreszenz zu finden.
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Abb. 29: Intrazellulare Verteilung von 14 in kultivierten Rattenhepatozyten. Es ist eine

Akkumulation in den Mitochondrien und (vor Entquenchung in Bild I) moéglicherweise den
Lysosomen (Pfeil) zu erkennen. Aufnahme I (30 min Inkubationszeit, 20 min Nachinku-
bation, 10.0 uM Beladungskonzentration, HBSS, 37°C, Aex. = 488 nm, Ay = 505 nm)
zeigt die Fluoreszenz der Fluoreszenzsonde 14, Aufnahme II zeigt die Fluoreszenz von
AOPA, nachdem mit PIH entquencht wurde (Beladungszeit 30 min, gleiche Einstellungen
wie II). In Bild III (Aexc = 543 nm, Aeyy 2 560 nm) ist nach Beladung mit Propidiumiodid
(5 pg / mL, Beladungszeit 5 min) zu erkennen, dass die Belastung mit dem Indikator

und/oder dem Laserlicht zum Absterben einiger Zellen gefihrt hat (rechte Bildhalfte).
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Bei dieser Vorgehensweise war zu erkennen, dass hauptsachlich die Mito-
chondrien angefarbt wurden, aber auch einige Lysosomen und geringfligig
auch die Zellkerne (Abb. 29). Starben Zellen, so stieg die Fluoreszenz von

14 der betroffenen Kerne um ein Vielfaches an.

Propidiumiodid

Dies wurde durch Beladung mit dem Farbstoff Propidiumiodid (PI) Uber-
prift, der ausschlieBlich in Kernen toter Zellen akkumuliert, da er bei le-
bendigen Zellen nicht durch die Plasmamembran in die Zelle und somit
auch nicht in die Zellkerne gelangen kann. Die Erklarung fir das Akkumu-
lationsverhalten der Fluoreszenzsonde 14 liegt in dessen Struktur: durch
die positive Ladung am Ringstickstoff des Acridingerusts wird das Molekdil
durch das stark negative Membranpotential der Mitochondrienmembran
von diesen aktiv angezogen. Diese Anziehung und die anschlieBende Ak-
kumulation sind vermutlich so stark, dass nur noch ein kleiner Anteil der
14 - Molekdlle in den Kern gelangen kdénnen. Im Kern kdnnen die Moleki-
le aufgrund der Interkalationseigenschaften der Acridinorangeuntereinheit
zwar auch akkumulieren, der Anteil dieser Moleklile ist jedoch klein gegen
den Anteil der Moleklle, die in den Mitochondrien akkumulieren. Stirbt ei-
ne Zelle bei den Untersuchungen, verlieren die Mitochondrien bei einem
frihen Stadium des Zelltods ihr Membranpotential. Die dort vorhandenen
Molekdlle lecken aus und kénnen nun im Kern akkumulieren, was zu einem
starken Anstieg der Fluoreszenzintensitat in diesem Kompartiment bei to-
ten Hepatozyten fuhrt (siehe Abb. 30).
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Abb. 30: Intrazellulare Verteilung von 14 in kultivierten Rattenhepatozyten. Es ist die
Akkumulation im Zellkern einer sterbenden Zelle zu erkennen. Die Aufnahmen I und II
(30 min Inkubationszeit, 15 min. Nachinkubation, 10.0 uM Beladungskonzentration,
HBSS, 37°C, Aexc = 488 nm, Ay = 505 nm) zeigt die zunehmende Fluoreszenz der Flu-
oreszenzsonde 14 im Zellkern. In Bild III ist nach Beladung mit Propidiumiodid (Bela-
dungszeit 5 min, Aexc = 543 NnM, Aery = 560 Nnm) zu erkennen, dass es sich bei dem dort

rotgefarbten Objekt wirklich um den Kern einer toten Zelle handelt.
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Durch die ungunstige Verteilung in den Zellen erscheint eine Anwendung
in pathobiochemischen Fragestellungen wenig sinnvoll.

Dieser Sachverhalt zeigt ein generelles Problem beim Design von Fluores-
zenzsonden fur den Zellkern: wahlt man zur Zielsteuerung eine Unterein-
heit, welche in der DNA interkalieren soll, so benétigt diese vermutlich ei-
ne positive Ladung. Zum einen wird diese Ladung zur elektrostatischen
Wechselwirkung mit dem anionischen Phosphatriickgrat der DNA bendtigt,
zum anderen, um mit dem HOMO der Purinbasen ein neues, ausgedehntes
HOMO zu bilden. Positive Moleklle akkumulieren aber auch auf Grund des
negativen Membranpotentials der Mitochondrien in diesem Kompartiment.
Eine mdgliche Lésung dieses Problems ware der Einsatz eines zwitterioni-
schen Moleklls oder der Einsatz eines minor groove binders, anstelle eines
Interkalators.

Die Akkumulation der Fluoreszenzsonde in Lysosomen wird moéglicherwei-
se durch die Dimethylaminogruppen der Acridinorangeuntereinheit der
Sonde bewirkt. Diese sind fur gewdhnlich relativ basisch und mussten also
flr eine starke Akkumulation in den Lysosomen sorgen.

Abb. 31 zeigt die Lokalisation der Sonde 14 in Endothelzellen. Auch hier
ist der Farbstoff hauptsachlich in den Mitochondrien und in einigen Lyso-
somen lokalisiert. Bei diesen Zellen sind allerdings auch die Zellkerne, ins-
besondere die Nucleoli lebender Zellen mit intaktem mitochondrialen
Membranpotential gefarbt. Dieses Phanomen kann damit erklart werden,
dass Hepatozyten reicher an Mitochondrien sind, so dass die geringere
Anzahl an Mitochondrien in den Endothelzellen eine geringere Konkurrenz
zum Zellkern bedeutet. Somit gelangt bei den Endothelzellen ein gréBerer

Anteil der Fluoreszenzsonde in den Zellkern.
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Abb. 31: Intrazellulédre Verteilung von 14 in kultivierten Rattenleberendothelzellen.
Es ist die Akkumulation in den Mitochondrien, den Lysosomen und den Zellkernen zu
erkennen. Aufnahme I (30 min Inkubationszeit, 20 min Nachinkubation, 10.0 uM Be-
ladungskonzentration, HBSS, 37°C, Aexc = 488 nm, Aemy = 505 nm) zeigt die Fluores-
zenz der Fluoreszenzsonde AOPA (14), Aufnahme II zeigt die Fluoreszenz, nachdem

mit DPD entquencht wurde (Beladungszeit 30 min).
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6.1.2 INTRAZELLULARE VERTEILUNG DER FLUORESZENZSONDE 16

Fluoreszenzsonde 16 wurde konzipiert, um sich in den Lysosomen anzu-
reichern. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein. Ohne die Zugabe des
Entquenchers DPD ist eine Lokalisation der freien Sonde 16 bei Hepatozy-

ten hauptsachlich im Zytosol und in den Zellkernen zu finden (Abb. 32).

7 N7\
—N N=
16, FAPA

Abb. 32: Intrazelluldre Verteilung von 16 in kultivierten Rattenhepatozyten. Es ist
die Akkumulation im Zytosol und im Zellkern zu erkennen. Aufnahme I (30 min Inku-
bationszeit, 20 min Nachinkubation, 10.0 pM Beladungskonzentration, HBSS, 37°C,
Aexc = 488 nm, Aem = 505 nm) zeigt die Fluoreszenz der Fluoreszenzsonde, Aufnahme
IT zeigt die Fluoreszenz von 16, nachdem mit DPD entquencht wurde (Beladungszeit
10 min). In Bild III ist zu nach Beladung mit Propidiumiodid (Beladungszeit 5 min) zu
erkennen, dass die diffuse FAPA-Fluoreszenz nicht von toten Zellen stammt (Bild-
rand).
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Bemerkenswert ist, dass nach dem Entquenchen der Fluoreszenz die er-
zielbare Gesamtfluoreszenz sinkt. Die Ursache ist unbekannt.

Auch die Fluoreszenz im Zellkern sinkt bei dem Vorgang der Entquen-
chung. Um zu zeigen, dass die Effekte nicht darauf beruhen, dass die ent-
sprechenden Zellen wahrend der Untersuchungen sterben, wurden Auf-
nahmen nach Beladung der Zellen mit Propidiumiodid gemacht (Abb. 32,
ITI). Diese Aufnahmen zeigen, dass abgestorbene Zellen keine Fluoreszenz
der Sonde 16 mehr zeigen und dass die Zellen in Abb. 32 (II) nicht tot
sind.

Der Einsatz von 16 in Endothelzellen zeigte keine Fluoreszenz, auch nicht
nach Entquenchung mit DPD oder 1,10-Phenanthrolin.

Die Fluoreszenzsonde ist auf Grund dieser Ergebnisse und auch auf Grund
der Ergebnisse der pH-Wert-abhangigen Messungen und der stéchiometri-
schen Messungen mit Fe?*-Ionen im chemischen System nicht zur Anwen-
dung in quantitativen Untersuchungen geeignet. Es ist aber zu bemerken,
dass 16 im biologischen System vollstandig mit Fe®*/8-Hydroxychinolin
quenchbar war.

Dieses erste Ergebnis zeigt, dass eine sinnvolle Anwendung in pathobio-

chemischen Fragestellungen nicht zu erwarten ist.
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7 Zusammenfassung

Die ersten im Laufe dieser Arbeit synthetisierten Zielmolekile waren zwei

kationische Entquencher, 7 und 8.

L

O

Sie wurden synthetisiert, um bereits zugangliche, mitochondrienspezifi-
sche Fluoreszenzsonden zu entquenchen. Die Molekile 7 und 8 akkumu-
lierten nicht in Mitochondrien. Hierdurch wurde gezeigt, dass filr eine
Membranpermeabiltiat die positive Ladung mesomer verteilt sein muss.

Es wurde gezeigt, dass Pyridin und Acridin zu unreaktiv fir eine Kupplung
mit 6 sind.

Auch die nachste Synthese verlief Uber Aminophenanthrolin 3, welches
an 13 - einen kationischen, aktivierten Ester, der auch Uber eine Men-
schutkin-Reaktion hergestellt wurde - Uber eine S,-2t Reaktion gekuppelt

werden sollte.
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Dies war nicht erfolgreich, da die Aminofunktion des Aminophenanthrolins
zu unreaktiv ist. So wurde der Syntheseweg Uber eine Aminolyse des
Bromacetamids 6 zum Alkylamin 13 gewahlt und erfolgreich durchgefthrt.
Molekll 13 wurde mit 12 zu 14 gekuppelt.

Die Zellversuche zeigten in Hepatozyten und in Endothelzellen eine eher
unspezifische Akkumulation in den Mitochondrien und in Lysosomen. Des
weiteren akkumulierte der Farbstoff in Kernen toter Zellen, welche - in
nicht unbetrachtlicher Zahl - durch Bestrahlung mit Laserlicht der Wellen-
ldnge 488 nm eine Apoptose durchliefen. Die Kerne lebender Zellen wur-
den kaum angefarbt.

Fir den Fluoreszenzindikator 16 wurde als Fluorophor das Fluorescein ge-

wahlt.

16

Zellversuche zeigten eine Verteilung in den Zellkern und ins Zytosol. Die
Fluoreszenz war stark pH-abhéngig. Eine Uberpriifung der 3:1 - Stéchio-
metrie ergab, dass die Fluoreszenzsonde im chemischen System nicht st6-
chiometrisch durch Eisen quenchbar ist. Der bei Fluoreszenzsonde 16
verwendete Linker ist wahrscheinlich ungeeignet flir die Synthese von Flu-
oreszenzsonden zum quantitativen Nachweis von Eisen.

Um eine pH-unabhdngige Fluoreszenzintensitat zu erreichen und um die
Akkumulation in den Lysosomen zu verbessern, wurde - ausgehend von

5-Aminofluorescein - die Sauregruppe mit Schwefelsdure / Ethanol zur
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Verbindung 17 verestert. Somit liegt nur noch eine Form des Stoffes vor,
namlich die fluoreszenzfahige, offene Form. Die Verbindung 5-
Aminoethylfluorescein 17 wurde flr die Synthese der Fluoreszenzsonde 5-
Ethylfluorescein-5-aminoacetamid-1,10-phenanthrolin 18 eingesetzt. Die-
se Sonde war in einem vertretbaren Aufwand nur in 90%iger Reinheit zu
erhalten. Da dieses Produkt in zellularen Versuchen an Hepatozyten nur
diffus im Zytosol akkumulierte, wurde von weiteren Reinigungen abgese-

hen.

Eine andere Variante dieser Fluoreszenzsonde mit einem anderen Linker

(eine zusatzliche Phenylengruppe) sollte die Fluoreszenzsonde 21 werden.
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Sie wurde aus dem Chelator 4-(Brommethyl)-N-(1,10-phenanthrolin-5-
yhbenzamid (19) und 5-Aminoethylfluorescein 15 hergestellt. Die Charak-
terisierung per NMR-Spektroskopie zeigte allerdings, dass die Kupplung
nicht, wie gewinscht, an der Aminogruppe des Fluorophors (15) statt-
fand, sondern an dessen Hydroxylgruppe. Eine Fluoreszenz des Stoffes

trat somit auf Grund der Stérung des fluorophoren Systems nicht auf.

8 Ausblick

Die in dieser Arbeit synthetisierten Fluoreszenzsonden stellen die ersten
Schritte auf dem Weg zu Fluoreszenzsonden dar, die spezifisch in den
Kompartimenten Zellkern und Lysosom akkumulieren sollten.

Ausgehend von den in der vorliegenden Arbeit gemachten Synthesen, las-
sen sich einige vielversprechende Wege zur Darstellung neuer Fluores-
zenzsonden skizzieren.

Das Problem der Akkumulation der Interkalatoren in den Mitochondrien,
statt in den Zellkernen, kénnte auf zwei Arten geldést werden. Zum einen
kdnnte man ein zwitterionisches Molekll synthetisieren, bei dem eine ne-
gative Ladung die flir eine Interkalation bendtigte positive Ladung kom-
pensieren wirde. Das Molekll interkaliert wegen der positiven Ladung in
der DNA, eine Akkumulation in den Mitochondrien ware auf Grund der
Neutralitat des Molekdls nicht wahrscheinlich. Eine weitere Mdglichkeit wa-
re die Zielsteuerung zur DNA mittels eines ,minor groove binders", wie
zum Beispiel Netropsin oder Distamycin A. Dieser musste keine positive
Ladung tragen und wirde somit auch nicht in den Mitochondrien akkumu-

lieren.
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Die Akkumulation in den Lysosomen beruht wahrscheinlich auf der Basizi-
tat der Dimethylaminogruppen der Acridinorangeuntereinheit. Da diese flr
das fluorophore System des Acridinorange von Bedeutung sind, musste
auf den Einsatz von Acridinorange flr den Einsatz im Zellkern verzichtet
werden.

Bei der lysosomalen Fluoreszenzsonde 16 zeigen sich drei groBe Proble-
me: sie akkumuliert nicht spezifisch in Lysosomen, sie zeigt keine Quen-
chung der Fluoreszenz im stéchiometrischen Verhaltnis von 3:1 (Fluores-
zenzindikator: Fe?*) und ihre Fluoreszenzintensitét ist auf Grund der Tau-
tomerie von Lactonform zur offenen Form ausgesprochen abhangig vom

pH - Wert der Messl6sung.
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Aus diesen Problemen lassen sich einige Erkenntnisse ziehen. Ist man bis-
her davon ausgegangen, dass die Beschaffenheit des Linkers lediglich ei-
nen unerwinschten Einfluss auf die Bindungsstdchiometrie der Fluores-
zenzsonde mit Fe?*-Ionen und damit auf Kalibrierbarkeit der Quenchung
haben kann®, so zeigt der Linker bei 16, dass die Struktur des Linkers
auch einen unerwinschten Einfluss auf die Quenchbarkeit der Fluores-
zenzsonde selbst haben kann.

Die schlechte Zielsteuerung kénnte sowohl bei der Fluoreszenzsonde 16,
als auch bei 18 an der geringen Basizitat der sekundaren Aminofunktionen
liegen. Bekannte lysosomale Farbstoffe, wie das Dapoxyl(2-aminoethyl)-
sulfonamid, weisen eine endstandige Dimethylaminofunktion auf. Zuklnf-
tige lysosomale Farbstoffe sollten also dieses als Element fur die Zielsteu-

erung enthalten.

Dapoxyl(2-aminoethyl)-sulfonamid H

4 Bei der ,Vorldufer-Verbindung" des RPA, bei der die Phenylengruppe des Linkers noch
nicht vorhanden war, zeigte sich eine Stéchiometrie mit Fe?*-Ionen, die in Abh&ngigkeit

von der Konzentration der Fluoreszenzsonde zwischen 2 : 1 und 3 : 1 (Sonde : Fe?*) lag.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Allgemeine Arbeitstechnik — Arbeiten unter Schutzgas

Da einige der verwendeten Chemikalien feuchtigkeits- bzw. sauerstoff-
empfindlich waren, mussten deren Umsetzungen respektive deren Syn-
thesen unter Inertgasatmosphare durchgefiihrt werden. Als Schutzgas flr
diese Synthesen wurde Argon 5.0 (Reinheit 99.999%) der Firma Messer
Griesheim eingesetzt. Entnhommen wurde das Argon einer festinstallierten
Trocknungsanlage, die jeweils 50 cm lange Saulen mit Kaliumhydroxid,
Phosphor(V)-oxid mit Feuchtigkeitsindikator Sicapent und Kieselgel zur
Trocknung enthielt. Zur Entfernung von Sauerstoffspuren diente ein mit-
tels Heizspirale aufgeheizter Kat R311 (BASF). Die verwendeten Apparatu-
ren wurden mittels einer Olpumpe (0.25 hPa) evakuiert, mit einem Bun-

senbrenner ausgeheizt und nach dem Abkuthlen mit Argon beschickt.

9.2 Instrumentelle Analytik

9.2.1 NMR - SPEKTREN

Die 'H- und '3C- Kernresonanzspektren wurden mit den Gerdten Gemini
XL 200 der Firma Varian (Darmstadt, Deutschland) oder DRX 500 der Fir-
ma Bruker (Rheinstetten, Deutschland) erstellt. Die Aufnahme der zwei-
dimensionalen NMR-Spektren erfolgte mit dem DRX-500 Spektrometer.
Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. Als interner
Standard dienten die undeuterierten Anteile der verwendeten deuterierten
Lésungsmittel. Neben den konventionellen **C-Spektren wurden DEPT135-

und DEPT90-Spektren zur Produktcharakterisierung verwendet.

9.2.2 ELEMENTARANALYSEN

Die C-, H-, N-Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Labor der
Universitat Duisburg-Essen mit einem Element Analyser 1010 CHNSO der

Firma Carlo Erba (Mailand, Italien) durchgefiihrt.
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9.2.3 MASSENSPEKTREN

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte in der Niederauflésung zum
einen mit einem Sektorfeld-Massenspektrometer VG Pro Spec 3000 der
Firma Fisons Instruments (Manchester, Grossbritannien). Die Proben wur-
den im Direkteinlasssystem zugeflhrt, die Ionisierungen erfolgten teilwei-
se per ElektronenstoBionisation (EI, 70 eV) und teilweise per Fast Atom
Bombardment (FAB, 40 kV, Casiumkanone, Matrixmaterialen waren 3-
Nitrobenzylalkohol oder Glycerin). Zum anderen wurde fir die Niederauf-
l6sung das Gerat Bio TOF II der Firma Bruker (Ionisation per Elektronen-
spray-Ionisation, ESI) (Boston, USA) verwendet. Dieses Gerat wurde auch
fur die hochaufgeldsten Massenspektren eingesetzt; hierbei wurde das

Sighal des Isotopenmusters mit der geringsten Masse verwendet.

9.2.4 SCHMELZPUNKTE

Die Schmelzpunktbestimmung wurde mit dem Gerat 510 der Firma Buchi
(Flawil, Schweiz) oder unter Verwendung eines Mikroskop Heiztisches der
Firma Reichert Thermovar (Wien, Osterreich) durchgefiihrt; die Werte sind

unkorrigiert angegeben.

9.2.5 IR - SPEKTREN

Die Aufnahme der Infrarot-Spektren erfolgte mit dem FT-IR-Spektrometer
FTS 135 der Firma Bio-Rad (Cambridge, USA). Die Messungen erfolgten

als KBr-Verreibungen in Reflektion.

9.2.6 FLUORESZENZSPEKTREN

Die Fluoreszenzspektren wurden mittels eines Fluoroscan FL 3095 Gerats
der Firma J&M (Aalen, Deutschland) erhalten.

9.2.7 AAS - SPEKTREN

Die quantitativen Bestimmungen der Eisen- und Kupferionen erfolgten
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mittels Atomabsorptionsspektroskopie, die im Institut flr Arbeitsmedizin
des Universitatsklinikums Essen mit dem Atomabsorptionsspektrometer
4100 ZL der Firma Perkin Elmer (Uberlingen, Deutschland) durchgefihrt

wurden.

9.2.8 PH - WERTE

Die pH-Werte wurden mit dem pH-Meter 765 Calimatic der Firma Knick

(Berlin, Deutschland) ermittelt.

9.2.9 UV/VIS - SPEKTREN

Mit den Geraten Cary 219 der Firma Varian (Darmstadt, Deutschland) und
Spectralys der Firma J&M (Aalen, Deutschland) wurden die Ultravio-

lett/Visuell-spektroskopischen Messungen durchgeflhrt.

9.2.10 Ex-sITU BESTIMMUNGEN

Die ex-situ Bestimmungen und die intrazellularen Fluoreszenzspektrosko-
pischen Messungen wurden mit einem Laser-Scanning-Mikroskop, dem
inversen Mikroskop Axiovert 100 M mit LSM Laser-Scanning-Modul der
Firma Zeiss (Oberkochen, Deutschland) durchgefuhrt, welches mit einem
Argon- und einem Helium/Neon-Laser ausgerustet ist. Der Argon-Laser
hatte eine Leistung von 6.75 mW (45 % der Maximalleistung) und wurde
fir die Anregung bei Aexc. = 488 nm genutzt. Der Helium/Neon-Laser mit
1 mW Ausgangsleistung (100% der Maximalleistung) wurde fir die Anre-
gung bei Aexc. = 543 nm eingesetzt. Als Objektive mit numerischer Aper-
tur wurden das 63x NA 1.40 Plan-Apochromat/Oil bzw. das 20x LD-
Achroplan 0.4 Ph2 der Firma Zeiss eingesetzt. Als Emissionsfilter dienten
Longpassfilter mit Aem. > 585 nm oder Aem. > 560 nm sowie ein Filter mit
rem. = 505 - 530 nm. Die fur die Messungen benutzten Pentz-Kammern
wurden in der Werkstatt der Institutsgruppe I des Universitatsklinikums
Essen hergestellt. Temperiert wurden diese mit einem elektrisch heizbaren

Mikroskoptisch der Firma Zeiss (Oberkochen, Deutschland). Alle Messun-
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gen wurden im ,expert mode" der LSM 510-Software durchgefihrt. Um
bei qualitativen und quantitativen Fluoreszenzmessungen eine optimale
Messung innerhalb des Detektorbereiches erreichen zu kdnnen, wurden
die verschiedenen Parameter Laserleistung, Detector Gain, Pinhole, Scan
Time, Amplifiing Gain, Auflésung und Numbers of Scan flr jede Messung
in das jeweilige Optimum variiert. Fir vergleichende Messungen mussten
die Parameter so eingestellt werden, dass sie fur alle Messungen den bes-
ten Kompromiss bedeuteten. Fir qualitative Fluoreszenzmessungen eig-
nen sich eher lange Scan-Zeiten, eine bestmogliche Auflésung, hohe La-
serleistungen und Zoomfaktoren. Bei quantitativen Fluoreszenzmessungen
musste die photochemische Schadigung des Farbstoffes und der Zellen

bericksichtigt werden.

9.3 Instrumentelle Praparation

Die praparative Stofftrennung per MPLC wurde mit der Kronlab HD 2-400 /
55041 mit angeschlossenem Kronlab UV-VIS 2.5 Spektrometer durchge-
fuhrt.

9.4 Materialien zur Synthese

1,10-Phenanthrolin und Dimethylformamid wurden von der Firma Acros-
Organics (Geel, Belgien) erhalten, Hydrazin Monohydrat, Palladium auf
Aktivkohle (10% Pd), Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid, Celite
und Kaliumcarbonat von Fluka (Buchs, Schweiz), Wasserstoffperoxid
(30% H,0,), Dicyclohexylcarbodiimid, Bromacetylbromid, N-
Hydroxysuccinimid und Triethylamin wurden von der Firma Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen, Magnesium- und Natriumsulfat,
Oleum (25% freies Schwefeltrioxid) und konzentrierte Schwefelsdaure
wurden von der Firma Riedel de Haen (Seelze, Deutschland) bezogen. Die
Lésungsmittel Tetrahydrofuran und Diethylether stammen von J.T. Baker
(Deventer, Niederlande), Toluol von Fisher Scientific (Leics,
GroBbritannien), Dichlormethan, Chloroform und 1,4-Dioxan von SDS

(Peypin, Frankreich), Acetonitril von Biosolve LTD (Valkenswaard,
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nitril von Biosolve LTD (Valkenswaard, Niederlande), Ethanol und Metha-
nol von Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Ethylacetat von Applichem
(Darmstadt, Deutschland). Die analytische Dunnschichtchromatographie
wurde unter Verwendung von kommerziell erhaltlichen DC-Platten mit
Fluoreszenzindikator auf neutralem oder auf basischem Aluminiumoxid 60
F.s4 der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) oder auf RP-18 Material
der Firma Macherey-Nagel (Dtlren, Deutschland)(RP-18W/UV,s4) durchge-
fiuhrt. Neutrales und basisches Aluminiumoxid fir die Saulenchroma-
tographie wurden von der Firma Fluka (Buchs, Schweiz) erhalten. Prapa-
rative DC-Platten mit RP-18 Material der Firma Macherey-Nagel (RP-18,
40-63 um) wurden erstellt, indem 13% Calciumsulfat bezogen auf die
verwendete Menge RP-18 Material gemorsert, zugegeben und mit Metha-
nol aufgeschlemmmt wurden. Nach dem Trocknen im Trockenschrank bei
80°C konnten die Glasplatten flir die praparative Dlnnschichtchroma-

tographie verwendet werden.

9.5 Trocknen der Losungsmittel

Alle verwendeten Losungsmittel besaBBen p. A. Qualitdt. Zur Feintrocknung
wurde Acetonitril zehn Stunden Uber Calciumhydrid unter Rickfluss erhitzt
und anschliessend destilliert. Dimethylformamid wurde durch Destillation
und anschlieBende Filtration Gber neutralem Aluminiumoxid absolutiert.
1,4-Dioxan wurde mit Natrium zum Sieden erhitzt, bis sich aus dem zuge-
setzten Indikator p-Phenylbenzophenon das violett gefarbte Ketylradikal
gebildet hatte. AnschlieBend wurde destilliert. Ethanol wurde pro Liter mit
7.00 g Natrium und 27.5 g Phthalsaurediethylester versetzt, zwei Stunden
erhitzt und danach destilliert.

Die so gewonnen, trockenen Losungsmittel wurden Uber Molekularsieb
und unter Argon aufbewahrt.

Die verwendeten deuterierten Lésungsmittel CDCls und DMSO-ds wurden

Uber Molekularsieb getrocknet und aufbewahrt.
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9.6 Materialien fiir die zellbiologische Nutzung

Von der Firma Gibco (Eggenstein, Deutschland) wurde das Leibovitz L-15
Medium und RPMI 1640 Medium bezogen, Penizillin/Streptomycin von PAA
Laboratories (Linz/ Osterreich), Fibronektin von Roche Molecular Bioche-
micals (Mannheim, Deutschland), Kollagen (type R), Dexamethason, Rin-
derserumalbumin und Gentamycin von Serva (Heidelberg, Deutschland),
Dimethylsulfoxid (DMSO) und Trinatrium Dihydrat von der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland). Das fétale Kalberserum, Eisen(II)ammonium-
sulfat Hexahydrat, Eisen(III)chlorid, 8-Hydroxychinolin, Diethylentriamin-
pentaessigsaure (DTPA), L-Glutamin, Kollagenase, Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris) und Propidiumiodid von Sigma (Taufkirchen, Deutsch-
land), Chelex 100 (Polystyrol-divinylbenzoliminodiacetat), Glukose, Glu-
tathion und Ascorbinsaure von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
und die Salze Mangan(II)chlorid, Nickel(II)sulfat, Kupfer(II)chlorid, Ko-
balt(II)chlorid, Zink(II)chlorid und Kupfer(I)chlorid wurden von der Firma
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Der Fluoreszenzfarbstoff
Rhodamin 123 wurde von der Firma Molecular Probes Europa BV (Leiden,
Niederlande) erhalten. Prof. Dr. P. Ponka vom Lady Davis Institute for Me-
dical Research (Montreal, Kanada) stellte uns freundlicherweise den Ent-
quencher Pyridoxalisonicotinoylhydrazon (PIH) zur Verfligung. Die Falcon
Zellkulturflaschen und Falcon 6-well Zellkulturschalen wurden bei der Fir-
ma Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) gekauft, Eppendorf-Cups
von Sarstedt (Niurnberg, Deutschland) und Glas-Deckplattchen wurden
von Assistent (Sondheim/Rhdn, Deutschland) bezogen.

Hank 's balanced salt solution (HBSS, pH 7.35) wurde als wassrige Losung
hergestellt: 137 mM NaCl, 5.36 mM KCI, 1.26 mM CacCl,, 0.49 mM MgCl,,
0.44 mM KH3;PO4, 0.41 mM MgS04, 0.34 mM NayHPO4, 25.0 mM 2[4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonsaure (HEPES), die genannten

Stoffe stammten von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland)
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9.7 Versuchstiere

Die verwendeten Hepatozyten wurden mannlichen Ratten des Wistar-
Stammes (180-350 g) des Zentralen Tierlaboratoriums Essen enthnommen.
Die Tiere wurden unter Standardbedingungen - dies entspricht einer Tem-
peratur von 21 + 2°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 + 5%, einem
konstanten Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden, Standardfutter und
Wasser ad libitum gehalten. Dies geschah in Ubereinstimmung mit den

geltenden Tierschutzgesetzen.
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9.8 Synthese der Fluoreszenzfarbstoffe und der Entquencher

9.8.1 DARSTELLUNG VON 5-NITRO-1,10-PHENANTHROLIN! 4! (2)

1,10-Phenanthrolin-Hydrat (1, 25.0 g, 0.126 mol) wurde vorgelegt und
schnell 125 mL Oleum (25% SOs3) zugetropft, wobei eine Temperatur von
120 °C erreicht wurde. Sofort wurden zu der heissen, braunen Lésung 67
mL 70%ige HNOs3 zugetropft. Es wurde 30 min unter Rlckfluss erhitzt, um
eine vollstandige Umsetzung zu erreichen. Die L6sung wurde unter Rihren
auf Raumtemperatur abgeklhlt. Die Suspension wurde auf zwei kg Eis ge-
gossen. Nach dem Schmelzen des Eises wurde mit 30%iger NaOH neutra-
lisiert. Der unl6sliche Rickstand wurde Uber eine D2-Glasfritte unter Was-
serstrahlvakuum abgesaugt und mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen.

Das Rohprodukt 2 wurde aus 80 mL Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 18.9 g (84.1 mmol; 66 %) 5-Nitro-1,10-phenanthrolin (2)

Schmelzpunkt: 196°C (Lit. [141]: 197-198°C)
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Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 9.28 (dd, 3J(1-H, 2-H) = 4.4 Hz, *J(1-H,
3-H) = 1.8 Hz, 1H, 1-H); 9.23 (dd, 3J(4-H, 5-H) = 4.3 Hz, *J(4-H, 6-H) = 1.7 Hz, 1H,
4-H); 9.01 (s, 1H, 7-H); 8.87 (dd, 3J(3-H, 2-H) =8.6 Hz, *J(3-H, 1-H) = 1.8 Hz, 1H,
3-H); 8.76 (dd, 3J(6-H, 5-H) = 8.2 Hz, *J(6-H, 4-H) =1.7 Hz, 1H, 6-H); 7.96 (dd,
3J(2-H, 3-H) = 8.6 Hz, 3J(2-H, 1-H) =4.4 Hz, 1H, 2-H); 7.93 (dd, 3J(5-H, 6-H) = 8.2 Hz;
3J(5-H, 4-H) = 4.3 Hz, 1H, 5-H).

9.8.2 DARSTELLUNG VON 5-AMINO-1,10-PHENANTHROLIN!*®! (3)

5-Nitro-1,10-phenanthrolin (2, 10.0 g, 44.4 mmol) wurde in 500 mL
Ethanol unter Argonatmosphare vorgelegt, 2.00 g Palladium auf Aktivkoh-
le (10.0% Pd) im Inertgasgegenstrom dazugegeben. 10.0 mL Hydrazin-
hydrat wurden in 100 mL Ethanol gegeben und zum Reaktionsgemisch ge-
tropft, welches anschlieBend fir 5 h bei 80°C geruhrt wurde. Das Pd/C
wurde entfernt, indem Uber Celite/Seesand (10 cm/ 1cm) filtriert wurde.
Das Filtrat wurde mittels Rotationsverdampfer bis auf 100 mL eingeengt
und mit kaltem Wasser versetzt bis das Produkt ausgefallen war. Dieses

wurde (ber einen Biichnertrichter abfiltriert und fir 5 h Stunden am Ol-
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pumpenvakuum (0.25 hPa) von Lésungsmittelresten befreit.

Ausbeute: 5.95 g (30.5 mmol; 69%) 5-Amino-1,10-phenanthrolin ( 2)

Schmelzpunkt: 262°C (Lit. [148] : 259-260°C)

Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 9.04 (dd, J(1-H, 2-H) = 4.2 Hz, *J(1-H,
3-H) = 1.5 Hz, 1H, 1-H); 8.67 (dd, J(4-H, 5-H) = 4.3 Hz, *J(4-H, 6-H) = 1.7 Hz, 1H,
4-H); 8.66 (dd, 3J(6-H, 5-H) =8.1 Hz, “J(6-H, 4-H) = 1.7 Hz, 1H, 6-H); 8.03 (dd,
3J(3-H, 2-H) = 8.3 Hz, *J(3-H, 1-H) =1.5 Hz, 1H, 3-H); 7.72 (dd, 3J(2-H, 3-H) = 8.3 Hz,
3J(2-H, 1-H) = 4.2 Hz, 1H, 2-H); 7.50 (dd, 3J(5-H, 6-H) = 8.1 Hz; 3J(5-H, 4-H) =
4.3 Hz, 1H, 5-H; 6.85 (s ,1H, 7-H); 6.13 (s, 2H, 8-H).
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9.8.3 DARSTELLUNG VON 2-I0D-N-(1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMIDI1#®] (5)
(O DCC
I OH

- H,0 4’ o
lodessigsaure

IodeSS|gsaure—
anhydrid

5.58 g (30.0 mmol) Iodessigsaure wurden mit 2.79 g (13.0 mmol) DCC in
90 mL trockenem Ethylacetat gelést und flir 3 h bei Raumtemperatur im
ausgeheizten Kolben gerithrt. Das entstehende Nebenprodukt wurde ab-
filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer vom Lésungsmittel befreit.
Der aus Iodessigsaureanhydrid (4) bestehende Riickstand wurde in 45 mL
Acetonitril gelést und zu einer Suspension aus 0.89 g (4.5 mmol) 5-
Amino-1,10-phenanthrolin (3) in 60 mL trockenem Acetonitril getropft.
Die Reaktionsmischung wurde flir 15 h bei Raumtemperatur gerlhrt; das
ausgefallene Rohprodukt wird durch Zentrifugation isoliert und mit 5%iger
Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser gewaschen. Getrocknet wur-
de das Produkt am Olpumpenvakuum bei 0.25 hPa fiir 20 h (ber
Phosphorpentoxid.

Schmelzpunkt: 224°C (Zers.)

Ausbeute: 1.35 g (24.6 mmol; 82%) 2-Iod-N-(1,10-phenanthrolin-5-
ylDacetamid (5)
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Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 10.50 (s, 1H, 8-H); 9.10 (dd, 2J(1-H,
2-H) = 4.2 Hz, *J(1-H, 3-H) = 1.2 Hz, 1H, 1-H); 9.00 (dd, %J(4-H, 5-H) = 4.2 Hz,
4J(4-H, 6-H) = 1.4 Hz, 1H, 4-H): 8.60 (dd, 3J(3-H, 2-H) =8.4 Hz, *J(3-H, 1-H) = 1.2 Hz,
1H, 3-H); 8.45 (dd, 3J(6-H, 5-H) = 8.0 Hz, *J(6-H, 4-H) =1.4 Hz, 1H, 6-H); 8.15 (s, 1H,
7-H): 7.85 (dd, %J(2-H, 3-H) = 8.4 Hz, 3J(2-H, 1-H) =4.2 Hz, 1H, 2-H); 7.70 (dd,
3J(5-H, 6-H) = 8.0 Hz; 3J(5-H, 4-H) = 4.2 Hz, 1H, 5-H; 4.05 (s ,2H, 9-H).
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9.8.4 DARSTELLUNG  VON TRIETHYL-1,10-PHENANTHROLIN-5-YLCARBAMOYL-

METHYLAMMONIUMIODID (7)

e

2-Iod-N-(1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (5, 1.02 g, 2.20 mmol) wurde
in 700 mL Dichlormethan gegeben. Durch die Zugabe von 0.95 puL Tri-
ethylamin (684 mg, 6.76 mmol) wurde das Edukt in Lésung gebracht.
Nach einer Reaktionszeit von 30 h unter Rickfluss unter Argon wurden
das Loésungsmittel und flichtige Komponenten erst mittels Rotationsver-
dampfer und dann im Olpumpenvakuum (0.25 hPa) entfernt. Das Rohpro-
dukt wurde in 70 mL Chloroform gelést und mit 100 mL Diethylether ver-
setzt. Hierbei fiel langsam das Produkt aus. Dieses Rohprodukt wurde
dreimal flr 15 min mit Dioxan im Ultraschallbad bei Raumtemperatur di-
geriert. Das Ldsungsmittel wurde nach Zentrifugation abdekantiert und
der erhaltene Feststoff fiir 6 Stunden im Olpumpenvakuum (0.25 hPa) bei

70°C von Ldsungsmittelresten befreit.

Ausbeute: 0.47 g (1.01 mmol; 46%) an Triethyl-1,10-phenanthrolin-5-

ylcarbamoyl-methylammoniumiodid (7)

Schmelzpunkt: 138°C (Zer.)
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Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, D;0): & [ppm] = 9.07 (dd, 3J(1-H, 2-H) = 4.4 Hz,
4J(1-H, 3-H) = 1.6 Hz, 1H, 1-H); 9.03 (dd, 31(4-H, 5-H) = 4.5 Hz, *J(4-H,
6-H) = 1.7 Hz, 1H, 4-H); 8.40 (dd, J(3-H, 2-H) =8.4 Hz, *)(3-H, 1-H) =
1.6 Hz, 1H, 3-H); 8.40 (dd, 33(6-H, 5-H) = 8.3 Hz, *J(6-H, 4-H) =1.7 Hz,
1H, 6-H); 7.79 (s, 1H, 7-H); 7.82 (dd, 3J(2-H, 3-H) = 8.4 Hz, 31(2-H, 1-H)
=4.4 Hz, 1H, 2-H); 7.78 (dd, 3)(5-H, 6-H) = 8.3 Hz; 3)(5-H, 4-H) =
4.5 Hz, 1H, 5-H; 4.42 (s ,2H, 9-H); 3.66 (q, >J(16-H, 17-H) = 7.3 Hz, 6H,
16-H; 1.42 (t, 3)(17-H, 16-H) =7.3 Hz, 9H, 17-H).
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Abb. 33: 'H-NMR-Spektrum von 7 in D,O
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13C-NMR (125 MHz, D,0): & [ppm] = 163.27 (15-C), 150.15 (4-C), 149.87
(1-C), 145,75 (11-C), 144.06 (12-C), 136.04 (3-C), 131.37 (6-C), 129.95
(13-C), 127.72 (14-C), 124.36 (10-C), 123.74 (2-C), 123.05 (5-C),
121.35 (7-C), 56.16 (9-C), 54.16 (16-C), 7.55 (17-C).

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3436 (w, v(N-CH,)), 3153 (w, v(NH)),
2983 (m, v(CHar1)), 1693 (s, v(COpmid)), 1537 (s, 8(NHamid)), 1480, 1422
(s, v(CC am).

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):

berechnet: (fir Cy0H25N40): 337,2008
gefunden: 337.2023
Abweichung: 4.4 ppm.
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9.8.5 DARSTELLUNG VON 2-BROM-N-(1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMID! (6)

5-Amino-1,10-phenanthrolin (3, 12.0 g, 61.5 mmol) wurde in 450 mL
frisch getrocknetes Acetonitril (Uber Kalziumhydrid destilliert) gegeben.
10.8 mL (25.0 g, 124 mmol) Bromacetylbromid wurden in 180 mL eben-
falls frisch getrocknetes Acetonitril gegeben und Uber 30 min zugetropft.
Die Suspension wurde Uber Nacht bei RT gerthrt. Es wurde Uber eine D4-
Glasfritte filtriert und sukzessive mit 5%iger wassriger Natriumhydrogen-
carbonatlésung und mit Wasser gewaschen. Zur Trocknung wurde flir 6 h

Stunden ein Olpumpenvakuum (0.25 hPa) angelegt.

Ausbeute: 12.2 g (38.7 mmol; 63%) 2-Brom-N-(1,10-phenanthrolin-5-
ylacetamid (6)

Schmelzpunkt: 230 °C (Zer.)

Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.58 (s, 1H, 8-H); 9.14 (dd,
3)(1-H, 2-H) = 4.2 Hz, *3(1-H, 3-H) = 1.2 Hz, 1H, 1-H); 9.05 (dd, 31(4-H,
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5-H) = 4.2 Hz, *J(4-H, 6-H) = 1.4 Hz, 1H, 4-H); 8.62 (dd, *)(3-H, 2-H)
=8.4 Hz, “J(3-H, 1-H) = 1.2 Hz, 1H, 3-H); 8.50 (dd, *J(6-H, 5-H) = 8.0
Hz, *J(6-H, 4-H) =1.4 Hz, 1H, 6-H); 8.18 (s, 1H, 7-H); 7.85 (dd, *J(2-H,
3-H) = 8.4 Hz, *J(2-H, 1-H) =4.2 Hz, 1H, 2-H); 7.76 (dd, ®J(5-H, 6-H) =
8.0 Hz; *J(5-H, 4-H) = 4.2 Hz, 1H, 5-H; 4.28 (s ,2H, 9-H).

9.8.6 DARSTELLUNG  VON  TRIBUTYL-1,10-PHENANTHROLIN-5-YLCARBAMOYL-

METHYLAMMONIUMBROMID (8)

@)

L
-

Br

2-Brom-N-(1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (6, 1.32 g, 2.64 mmol)
wurde in 120 mL trockenem Chloroform gelést. Es wurde Tributylamin
(2.0 mL, 1.55 g, 8.38 mmol) zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 32
h unter Rickfluss wurden das Lésungsmittel und flichtige Komponenten
erst mittels Rotations-Verdampfer und anschlieBend in einem Olpumpen-
vakuum (0.25 hPa) entfernt. Das Rohprodukt wurde in 20 mL Chloroform
geldst und langsam zu 80 mL Diethylether getropft, so dass das Produkt
ausfiel. Dieses Rohprodukt wurde dreimal mit Diethylether fur 15 Minuten
im Ultraschallbad bei Raumtemperatur digeriert. Der Uberstand wurde je-
weils nach Zentrifugieren abdekantiert. Der Feststoff wurde in einem OlI-

pumpenvakuum (0.25 hPa) von Lésungsmittelresten befreit.

Schmelzpunkt: 177°C (Zer.)
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Ausbeute: 240 mg (0.478 mmol; 18%) an Tributyl-1,10-phenanthrolin-5-

ylcarbamoyl-methylammoniumbromid (8)

Charakterisierung:

19

'H-NMR (500 MHz, D,0): & [ppm] = 9.06 (dd, 3J(1-H, 2-H) = 4.4 Hz,
4J(1-H, 3-H) = 1.4 Hz, 1H, 1-H); 9.01 (dd, 31(4-H, 5-H) = 4.5 Hz, *J(4-H,
6-H) = 1.5 Hz, 1H, 4-H); 8.38 (dd, 3)(3-H, 2-H) =8.3 Hz, *J(3-H, 1-H) =
1.4 Hz, 1H, 3-H); 8.36 (dd, 31(6-H, 5-H) = 8.3 Hz, “J(6-H, 4-H) =1.5 Hz,
1H, 6-H); 7.88 (s, 1H, 7-H); 7.81 (dd, 31(2-H, 3-H) = 8.5 Hz, 3J(2-H, 1-H)
=4.4 Hz, 1H, 2-H); 7.76 (dd, 3)(5-H, 6-H) = 8.3 Hz; 3)(5-H, 4-H) =
4.5 Hz, 1H, 5-H; 4.46 (s, 2H, 9-H); 3.56 (m, 6H, 16-H); 1.81 (m, 6H,
17-H), 1.44 (m, 6H, 18-H); 0.97 (t, 3J(17-H, 16-H) =7.3 Hz, 9H, 19-H).
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Abb. 34: 'H-NMR-Spektrum von 8 in D,O

13C-NMR (125 MHz, D,0): & [ppm] = 167.34 (15-C), 152.66 (1-C), 151.69
(4-C), 145,76 (12-C), 144.17 (13-C), 134.91 (3-C), 132.04 (11-C),
130.48 (6-C), 127.54 (14-C), 127.02 (10-C), 126.93 (2-C), 126.85 (7-C),
125.67 (5-C), 62.89 (9-C), 60.16 (16-C), 26.24 (17-C), 21.85 (18-C),
15.43 (19-C).

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3406 (w, v(N-CH3)), 3150 (w, v(NH)),
2962, 2936, 2875 (m, v (CHami)), 1693 (s, v(COamid)), 1537 (s, 8(NHamida)),
1469, 1422 (S, U(CC Ary|))-

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):
berechnet: (fir Cy6H37N40): 421.2962
gefunden: 421.2967
Abweichung: 2.1 ppm
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9.8.7 DARSTELLUNG VON 2-AMINO-/N-(1,10-PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMID (13)

5-Bromacetamid-1,10-phenanthrolin (6, 0.90 g, 2.85 mmol) wurde in
60.0 mL 25%ige wassrige Ammoniaklésung gegeben. Die Suspension
wurde mit 96.0 mL DMF versetzt, bis man eine klare Losung erhielt. Nach
RUhren Uber Nacht wurden die Lésungsmittel bei 70°C am Rotationsver-
dampfer entfernt, Losungsmittelreste fiir 4 h Stunden im Olpumpenvaku-
um (0,25 hPa). Der erhaltene beigefarbene Feststoff wurde in 10.0 mL
5%iger, wassriger Kaliumcarbonatlésung geldst, um den Bromwasserstoff,
der als Hydrobromid mit der aliphatischen Aminofunktion assoziiert vor-
liegt, zu entfernen. Es wurde viermal mit 10.0 mL Chloroform extrahiert.
Das organische Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Rohprodukt 13 (396 mg), in dem noch DMF enthalten war, wurde aus
15.0 mL Wasser bei 2 min Hitze-Einwirkung umkristallisiert, wobei das
Gemisch nicht Uber 80°C erhitzt wurde. Das nach dem Abzentrifugieren
noch enthaltene Wasser wurde in einer Trockenpistole tGber Phosphor(V)-
oxid in einem Olpumpenvakuum von 0.25 hPa und 127°C iber sechs

Stunden entfernt.

Ausbeute: 206 mg (0.82 mmol; 29%) an 2-Amino-N-(1,10-phenanthrolin-
5-yl)acetamid (13)

Schmelzpunkt: 186°C (Zer.)
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Charakterisierung:

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 10.42 (s, 1H, 8-H); 9.22 (dd,
3J(1-H, 2-H) = 4.3 Hz, 4](1-H, 3-H) = 1.5 Hz, 1H, 1-H); 9.09 (dd, 33(4-H,
5-H) = 4.3 Hz, 4J(4-H, 6-H) = 1.8 Hz, 1H, 4-H); 8.63 (s, 1H, 7-H); 8.36
(dd, 33(3-H, 2-H) =8.4 Hz, 4)(3-H, 1-H) = 1.5 Hz, 1H, 3-H); 8.23 (dd,
3J(6-H, 5-H) = 8.1 Hz, 4](6-H, 4-H) =1.8 Hz, 1H, 6-H); 7.69 (dd, 3](2-H,
3-H) = 8.4 Hz, 3J(2-H, 1-H) =4.3 Hz, 1H, 2-H); 7.60 (dd, 3](5-H, 6-H) =
8.1 Hz; 3)(5-H, 4-H) = 4.3 Hz, 1H, 5-H; 3.67 (s ,2H, 9-H); 1.86 (s, 2H,
10-H).
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Abb. 35: 'H-NMR-Spektrum von 13 in CDCls
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13C-NMR (125 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.89 (15-C), 149.87 (1-C),
149.12 (4-C), 145,84 (11-C), 143.60 (13-C), 135.72 (6-C), 131.35
(14-C), 130.85 (3-C), 128.17 (12-C), 124.08 (10-C), 123.57 (5-C),
122.92 (2-C), 118.20 (7-C), 45.44 (9-C).

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3332 (w, v(NH>)), 3166 (w, v(NH)),
3088, 3000, 2920, 2875 (m, v(CHari)), 1677 (s, v(COamia)), 1558 (s,
8(NHamid)), 1502, 1426 (s, v (CC ami1)).

Elementaranalyse: Ci14H12N4O [252.28]
ber: C 66.65 H 4.79 N 22.21
gef: C 66.54 H 4.83 N 21.89

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):

berechnet: (fur C14H12N4sNaO, MNa*): 275.0909
gefunden: 275.0888
Abweichung: 5.4 ppm
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9.8.8 DARSTELLUNG VON [(4-BROMMETHYLBENZOYL)OXY]-2,5-PYRROLYDINDION[147]

(10)

@)
//
N—OH
@) Br
>—<: :>—/ DCC E ( )
HO éN_O
9 - H,0

Eine Mischung aus 13.4 g (62.0 mmol) 4-(Brommethyl)-benzoesaure (9),
7.40 g (62.0 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 12.6 g (62.0 mmol) Dicyc-
lohexylcarbodiimid wurden in 200 mL Dioxan (p.A., (ber Molekularsieb 4 A
getrocknet) Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurde filtriert
und mit 100 mL Dioxan nachgewaschen. Das Rohprodukt (19.2 g) wurde
zundchst mittels Rotationsverdampfer und anschlieBend im Olpumpenva-
kuum vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene Produkt wurde aus 300

mL Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 11.2 g (35.6 mmol; 57%) an [(4-Brommethylbenzoyl)oxy]-2,5-
pyrrolydindion (10)

Schmelzpunkt: 149-151°C (Lit. [4]:150-153°C)
H-NMR (500 MHz, CDCl5): & [ppm] = 8.09 (d, 3J(3-H, 2-H) = 8.3 Hz, 2H,

3-H); 7.51 (d, 3J(2-H, 3-H) = 8.3 Hz, 2H, 2-H); 4.48 (s, 2H, 1-H); 2.89(s,
4H, 4-H)
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9.8.9 DARSTELLUNG VON 10-[4-(2,5-DIOXO-PYRROLIDIN-1-YLOXY(CARBONYL)-

BENZYL]-ACRIDINORANGEBROMID (12)

SO N ON N
I T |
O @) Br 1 BI’@ 0
\
dmc; D
o
0 10 0 O

12

Vor der Durchfihrung der Reaktion musste die freie Base des Acridinoran-
ge (11) gereinigt werden, da sie kommerziell in 70%-iger Reinheit erhalt-
lich war. Sie wurde Uber Nacht in einer Soxhletapparatur mit Toluol extra-
hiert und anschlieBend mit Chloroform durch flash-Chromatographie in
einer Saule (5*40 cm, Aluminiumoxid neutral) von Verunreinigungen be-
freit.

Die Reaktion fand in einer ausgeheizten Apparatur unter Argonatmosphare
und unter Lichtausschluss statt. 1.46 g (5.50 mmol) freie Base des Acri-
dinorange (11) wurden mit 2.04 g (6.49 mmol) an Verbindung 10 in
120 mL Dioxan (getrocknet Uber Molekularsieb 4 R) gelost. Es fiel nach
wenigen Minuten bereits ein orangefarbener bis roter Feststoff aus. Das
Reaktionsgemisch wurde drei Tage unter Rickfluss erhitzt. Nach dem Ab-
kihlen auf Raumtemperatur wurde zentrifugiert, der Rlckstand enthielt
70 Molprozent (84 Massenprozent) des gewlinschten Produktes, wobei der
Rest nicht umgesetzte Acridinorange-Base war. Eine Reinigung fand durch
mehrfaches Digerieren mit Dioxan und erneutes Zentrifugieren statt. Hier-
durch wurden Reste an Verbindung 10 aus dem Produkt entfernt. Dioxan
wurde bei RT im Olpumpenvakuum (0.25 hPa) entfernt.

Dieses verunreinigte Produkt wurde flr die weitere Umsetzung eingesetzt.
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Ausbeute: 2.65 g verunreinigte Verbindung 12 (bei 84% Reinheit 0 2.23
g (3.86 mmol) reine Verbindung 12, 70% Ausbeute an 10-[4-(2,5-dioxo-
pyrrolidin-1-yloxy(carbonyl)-benzyl]-acridinorangebromid (12)

Fir die Charakterisierung wurde das Produkt durch praparative Chroma-
tographie mit einer RP-18-Saule in einer MPLC-Anlage (20 x 3 cm Saulen-
gréBe, 10 mL/min Durchflussgeschwindigkeit) gereinigt. Als Laufmittelge-
misch wurde Methanol/Acetonitril in einer Zusammensetzung von 1:1
(v/v) gewahlt. Das Produkt bildete die erste Fraktion, das Edukt 11 ver-
teilte sich Uber die gesamte Saule. Es wurden hierzu 10 mg Rohprodukt in
2.00 mL Methanol geldst.

Ausbeute: 4.80 mg (8.31 umol; 33.6%) Ausbeute an 10-[4-(2,5-dioxo-
pyrrolidin-1-yloxy(carbonyl)-benzyl]-acridinorangebromid (12)

Charakterisierung:

3 4
27 |11\
5. 10 12
SN N N~
I |
S) 6 7
Br 3 . o\
16 /9
EANGS p
o @)

12

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.77 (s, 1H, 4-H); 8.02 (d, J(7-H,
8-H) = 7.8 Hz, 2H, 7-H); 7.89 (d, 3J(3-H, 2-H) = 9.3 Hz, 2H, 3-H); 7.58
(d, 3J(8-H, 7-H) = 8.5 Hz, 2H, 8-H); 6.92 (dd, 3J(2-H, 3-H) = 9.3 Hz,
3J(2-H, 1-H) = 1.9 Hz, 2H, 2-H); 6.55 (s, 2H, 6-H); 6.52(d, *J(1-H, 2-H)
= 1.9 Hz, 2H, 1-H); 3.17(s, 12H, 5-H); 2.87 (s, 4H, 9-H)
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Abb. 36: 'H-NMR-Spektrum von 12 in CDCl,

13C-NMR (125 MHz, CDCl3): & [ppm] = 169.15 (16-C), 161.36 (15-C),
155.56 (12-C), 143.55 (4-C), 143.04 (13-C), 141.77 (10-C), 133.30 (8-
C), 130.66 (3-C), 127.12 (7-C), 124.51 (14-C), 116.77 (11-C), 113.79
(2-C), 92.25 (1-C), 67.04 (6-C), 40.90 (5-C), 25.65 (9-C).

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3504, 3430 (w, v(N-CHs)), 3050,
2929, 2812 (m, v(CHary)), 1768, 1736 (m, v (COimid))-

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):
berechnet: (fir Cy6H37N40): 497.2183
gefunden: 497.2211
Abweichung: 5.6 ppm
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9.8.10 DARSTELLUNG VON 10-(4-[(1,10-PHENANTHROLIN-5-YLCARBAMOYLMETHYL)-

\NN/

X
5 N
R ; Br
.oy
) o O
12

—_— H\ N\
o N—( H

O

CARBAMOYL]-BENZYL]-ACRIDINORANGEBROMID (14)

Verbindung 13 (178 mg, 0.71 mmol) wurde unter Argon und unter Licht-
ausschluss in eine ausgeheizte Apparatur gegeben. Ein 1.5-facher Uber-
schuss an Verbindung 13 (726.0 mg Rohprodukt, entspricht 610 mg rei-
ner Verbindung 13) wurde zugesetzt. In 100 mL, iber Molekularsieb 4 A
getrocknetem, Chloroform wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur ge-
rihrt, wobei ein Niederschlag entstand. AnschlieBend wurde zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und der Feststoff mit Chloroform digeriert. Nach
Zentrifugation und Abdekantieren des Ldsungsmittels wurde das Rohpro-
dukt an der Olpumpe (0.25 hPa) von Lésungsmittelresten befreit.

Die Reinigung erfolgte chromatographisch an deaktiviertem Aluminium-
oxid (Aktivitatsstufe II, 10% Wasser). Hierbei wurden 413 mg an Roh-
produkt 14 in 100 mL Methanol im Ultraschallbad gelést und am Rotati-
onsverdampfer auf 20 mL eingeengt. Es wurden 60.0 g deaktiviertes, ba-
sisches Aluminiumoxid auf eine Saule mit 4 cm Durchmesser gegeben und
ein Laufmittelgemisch einer Zusammensetzung aus Methanol/Ethylacetat

von 2:1 (v/v) benutzt.
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Das Eluat wurde am Rotationsverdampfer und in einem Olpumpenvakuum
(0.25 hPa) von Lésungsmittelresten befreit und viermal mit Diethylether
im Ultraschallbad digeriert.

Eine grindlichere Mdglichkeit der Reinigung ist die Extraktion Uber eine
Soxhletapparatur. 100 mg Rohprodukt wurden in die Soxhlethilse gege-
ben. Als Extraktionsmittel wurde Chloroform benutzt, sowohl Edukt, als
auch Produkt werden hierbei geldst, das Produkt kristallisiert am Rand des

Vorlagekolbens sauber aus.

Ausbeute: 32.0 mg (44.8 pmol; 6%) an 10-(4-[(1,10-phenanthrolin-5-

ylcarbamoylmethyl)-carbamoyl]-benzyl]-acridinorangebromid (14)

Schmelzpunkt : 230°C (Zer.)

Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO d¢): & [ppm] = 10.25 (s, 1H, 8-H); 9.08 (dd,
3J(1-H, 2-H) = 4.1 Hz, *J(1-H, 3-H) = 1.5 Hz, 1H, 1-H); 9.00 (dd,
3J(4-H, 5-H) = 4.1 Hz, *J(4-H, 6-H) = 1.5 Hz, 1H, 4-H); 8.93 (t, 3J(30-H,
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9-H) = 5.6 Hz, 1H, 30-H); 8.91 (s, 1H, 17-H); 8.60 (dd, *J(3-H, 2-H) =
1.5 Hz, *J(3-H, 1-H) = 8.4 Hz, 1H, 3-H); 8.40 (dd, *J(6-H, 5-H) = 1.5 Hz,
4J(6-H, 4-H) = 8.0 Hz, 1H, 6-H); 8.07 (s, 1H, 7-H); 7.99 (d, 3J(24-H,
23-H) = 9.4 Hz, 2H, 24-H); 7.88 (d, ®J(17-H, 18-H) = 8.3 Hz, 2H, 17-H);
7.78 (dd, 3J(2-H, 1-H) = 4.1 Hz, 3J(2-H, 3-H) = 8.4 Hz, 1H, 2-H); 7.70
(dd, 3)(5-H, 4-H) = 4.1 Hz, 3J(5-H, 6-H) = 8.0 Hz, 1H, 5-H; 7.34 (d,
3J(18-H, 17-H) = 8.3 Hz, 2H, 18-H; 7.27 (dd, 3J(23-H, 24-H) = 9.4 Hz,
4J(23-H, 21-H) = 2.0 Hz, 2H, 23-H); 6.67 (d, *J(21-H, 23-H) = 2.0 Hz,
2H, 21-H); 6.15 (s, 2H, 19-H); 4.25 (d, 3J(9-H, 30-H) = 5.6 Hz, 2H,
9-H); 3.14 (s, 12H, 18-H).
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Abb. 37: 'H-NMR-Spektrum von 14 in CDCls

13C-NMR (125 MHz, CDCl3): & [ppm] = 169.15 (15-C), 166.38 (16-C),
155.56 (22-C), 149.88 (1-C), 149.41 (4-C), 145.79 (11-C), 143.52
(26-C), 143.07 (20-C), 138.47 (28-C), 135.79 (6-C), 133.30 (27-C),
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133.16 (24-C), 131.81 (3-C), 131.61 (14-C), 128.11 (17-C), 126.40
(18-C), 124.80 (10-C), 123.57 (5-C), 122.81 (2-C), 120.40 (7-C), 116.62
(25-C), 114.48 (23-C), 93.21 (21-C), 50.40 (19-C), 43.31 (9-C),41.11
(29-C).

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3404 (w, v(N-CHs)), 3230 (w, v(NH)),

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):
berechnet: (fir C39H36N;03): 634.2925
gefunden: 634.2898
Abweichung: 4.2 ppm
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9.8.11 DARSTELLUNG VON 2-(5-AMINO-FLUORESCEIN)-/N-(1,10-PHENANTHROLIN-5-

YL)ACETAMID (16)

Br
Oé[N/H
7\ 7\ 7\ 7\
=N _ _ N=
6 16

820 mg (2.36 mmol) 5-Aminofluorescein (15) und 747 mg (2.36 mmol)
an Verbindung 6 wurden in 150 mL trockenem (Molekularsieb 4R) DMF
Uber 16 h bei Raumtemperatur unter Argonatmosphdare im ausgeheizten
250 mL Kolben gerthrt. Abkondensation des Lésungsmittels bei 30°C und
einem Olpumpenvakuum von 0.25 hPa fiihrte zu einem hellbraunen Harz,
welches nach dreimaligem Digerieren fir 10 min mit bidestilliertem Was-
ser im Ultraschallbad mit jeweils anschlieBender Zentrifugation und Abde-
kantieren des Uberstandes zu einem hellbraunen Pulver fiihrte.
AbschlieBende Entfernung des Wassers fand bei einer Temperatur von
100°C und einem Olpumpenvakuum von 0.25 hPa (iber Phosphor(V)-oxid
statt. 10.0 mg dieses Rohprodukts wurden in 5.00 mL Methanol geldst. An
diesen Kolben wurde ein , Kristallisationspilz", welcher mit 8.00 mL Diethy-
lether geflllt war, angebracht. Nach 6 Wochen bei Raumtemperatur bilde-
te sich ein gelber Film an der Glaswand. Dieser Film war das gereinigte
Produkt.

Ausbeute: 5.30 mg (9.10 umol; 28%) an 2-(5-amino-fluorescein)-N-
(1,10-phenanthrolin-5-yl)-acetamid (16).
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Schmelzpunkt: 230°C (Zers.)

Charakterisierung:

OH32

H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.39 (s, 1H, 30-H); 10.08 (s,
2H, 32-H); 9.14 (dd, 3J(1-H, 2-H) = 4.4 Hz, *J(1H, 3-H) = 1.6 Hz, 1H,
1-H); 9.05 (dd, 3J(4-H, 5-H) = 4.9 Hz, *J(4-H, 6-H) = 1.7 Hz, 1H, 4-H);
8.59 (dd, 31(3-H, 2-H) = 8.4 Hz, “J(3-H, 1-H) = 1.6 Hz, 1H, 3-H); 8.47
(dd, 33(6-H, 5-H) = 8.2 Hz, *J(6-H, 4-H) = 1.7 Hz, 1H, 6-H); 8.19 (s, 1H,
7-H); 7.78 (dd, 3J(2-H, 3-H) = 8.4 Hz, 3)(2-H, 1-H) = 4.4 Hz, 1H, 2-H);
7.75 (dd, 33(5-H, 6-H) = 8.2 Hz, 3J(5-H, 4-H) = 4.9 Hz, 1H, 5-H); 7.17
(dd, 3J(18-H, 19-H) = 8.4 Hz, *J(18-H, 16-H) = 1.5 Hz, 1H, 18-H); 7.10
(d, 3(16-H, 18-H) = 1.5 Hz, 1H, 16-H); 7.00 (d, 3J(19-H, 18-H) = 8.4 Hz,
1H, 19-H); 6.91 (t, 3J(31-H, 9-H) = 5.83 Hz, 1H, 31-H); 6.66 (d, *1J(28-H,
26-H) = 2.3 Hz, 1H, 28-H); 6.54 (d, 3J(25-H, 26-H) = 8.6 Hz, 2H, 25-H);
6.54 (dd, 31(26-H, 25-H) = 8.6 Hz, *J(26-H, 28-H) = 2.3 Hz, 2H, 26-H);
4.27 (d, *3(9-H, 31-H) = 5.83 Hz, 2H, 9-H).
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Abb. 38: 'H-NMR-Spektrum von 16 in DMSO-dg

13C-NMR (125 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 170.25 (15-C), 169.56 (22-C),
159.37 (29-C), 152.05 (23-C), 150.13 (1-C o. 12-C), 150.08 (1-C o.
12-C), 149.62 (4-C), 145.93 (10-C), 143.96 (14-C), 140.68 (17-C),
130.03 (6-C), 131.71 (3-C), 131.48 (11-C), 129.03 (25-C), 128.11
(21-C), 127.55 (20-C), 124.87 (13-C), 124.32 (19-C), 123.78 (5-C),
122.92 (2-C), 121.47 (18-C), 120.66 (7-C), 112.54 (26-C), 110.57
(27-C), 104.00 (16-C), 102.28 (28-C), 82.92 (24-C), 46.89 (9-C).

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3356 (w, v(OH)), 3230, 3100 (m,
v(NH)), 2962, 2936, 2875 (m, v(CHam)), 1693 (s, v(COamid)), 1605 (m,
v (CCary1)), 1504, 1467 (M, 3(NH amin)), 1113 (s, 5 (OH)).
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HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):

berechnet: (fiur Cz4H22N4sNaOg, MNa™): 605.1440
gefunden: 605.1432
Abweichung: 1.3 ppm

9.8.12 DARSTELLUNG VON 5-AMINO-ETHYLFLUORESCEIN (17)

EtOH,
H,SO,

330 mg 5-Aminofluorescein (15) wurden in 720 mg Ethanol und 500 mg
Schwefelsaure (konz., p. A.) in der Hitze gelést und 16 h unter Rickfluss
erhitzt. Diese L6ésung wurde heiss zu 2 g Eis gegeben und der Nieder-
schlag abzentrifugiert. Der grlnlich-gelbe Niederschlag wurde dreimal mit
Wasser im Ultraschallbad digeriert und jeweils abzentrifugiert.

Gereinigt wurde das Produkt chromatographisch an neutralem Aluminium-
oxid mit dem Laufmittel Aceton/Wasser 5:1 (v/v), wobei die stationare
Phase 3.5 cm hoch in einer Saule mit einem Innendurchmesser von 1.5
cm eingeflllt wurde. Das Produkt 17 befand sich in der ersten Fraktion.
Das Eluat wurde bis auf drei mL am Rotationsverdampfer eingeengt. Aus
der wassrigen Lésung fiel das Produkt sauber aus. Getrocknet wurde das
hellrote Produkt in einer Trockenpistole an Phosphor(V)-oxid bei einer

Temperatur von 100°C im Olpumpenvakuum von 0.25 hPa.

Ausbeute: 356 mg (0.95 mmol; 40%) an 5-Amino-ethylfluorescein (17)
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Schmelzpunkt: 195°C (Zers.)

Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 11.03 (s, 1H, 18-H); 7.33 (d,
*J(1-H, 2-H) = 2.3 Hz, 1H, 1-H); 7.05 (d, 33(3-H, 2-H) = 8.2 Hz, 1H,
3-H); 6.95 (dd, 33(5-H, 4-H) = 9.3 Hz, *J(5-H, 6-H) = 1.8 Hz, 2H, 5-H);
6.92 (dd, 3J(2-H, 3-H) = 8.2 Hz, “3(2-H, 1-H) = 2.3 Hz, 1H, 2-H); 6.49 (d,
3)(4-H, 5-H) = 9.3 Hz, 2H, 6-H); 6.46 (d, 3J(6-H, 5-H) = 1.8 Hz, 2H,
6-H); 5.86 (s, 2H, 17-H); 3.88 (q, J(15-H, 16-H) = 7.1 Hz, 2H, 15-H);
0.80 (t, *J(16-H, 15-H) = 7.1 Hz, 3H, 16-H).



142

11.0258
24
30
30
—6.5397
—5.8516
—3.8687
—3.3090
—2.4900
—2.0744
0.8032

—7.0307
——6.9301

CET R AT T e T T
7.10 7.00 6.90
(ppm )

“JU“J“

L L I L LR A
11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
(ppm )

Abb. 39: 'H-NMR-Spektrum von 17 in DMSO-dg

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 165.63 (14-C), 156.19 (8-C),
152.20 (13-C), 149.98 (12-C), 131.34 (3-C), 131.01 (11-C), 130.21
(5-C), 121.30 (7-C), 119.40 (10-C), 116.30 (2-C), 115.00 (9-C), 114.84
(1-C), 103.00 (6-C, 4-C), 60.43 (15-C), 13.27 (16-C).

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3445 (m, v(OH)), 3333, 3214 (m,
v(NH3)), 1695 (s, v(COamid)), 1605 (m, v (CCari)), 1444 (m, 8(NH amin)),
1106 (s, & (OH)).

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):
berechnet: (fir Cy;H1gNOs, MH™): 376.1185
gefunden: 376.1181
Abweichung: 1.1 ppm
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9.8.13 DARSTELLUNG VON 2-(5-AMINO-FLUORESCEIN-ETHYLESTER)-N-(1,10-

PHENANTHROLIN-5-YL)ACETAMID (18)

574 mg (1.53 mmol) an Verbindung 17 und 414 mg (1.31 mmol) an
Verbindung 6 wurden in 100 mL - (ber Molekularsieb 42 getrocknetem -
DMF fur 72 h bei Raumtemperatur unter Argonatmosphare im ausgeheiz-
ten 250 mL Rundkolben gerthrt. Die von Beginn an rote L6sung wurde mit
der Zeit dunkler. Das Giessen auf 650 mL Diethylether nach beendeter
Reaktion flihrte zu einem mittelbraunen Niederschlag, welcher nach Ab-
kdhlen auf —10°C durch Abdekantieren und anschlieBender Abzentrifugati-
on isoliert wurde. Trocknung bei 25°C und einem Olpumpenvakuum von
0.25 hPa fuhrte zu einem roten, pulverigen Rohprodukt. Dieses Rohpro-
dukt wurde dreimal mit bidestilliertem Wasser im Ultraschallbad bei

Raumtemperatur flir 15 min digeriert.

Ausbeute: 360 mg (0.69 mmol; 45%) an 2-(5-amino-fluorescein-
ethylester)-N-(1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamid (18) Rohprodukt
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Charakterisierung:

18

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.50 (s, 1H, 32-H); 9.16 (dd,
3)J(1-H, 2-H) = 4.3 Hz, *J(1H, 3-H) = 1.6 Hz, 1H, 1-H); 9.06 (dd, 31(4-H,
5-H) = 4.9 Hz, *J(4-H, 6-H) = 1.7 Hz, 1H, 4-H); 8.63 (dd, *J(3-H, 2-H) =
8.4 Hz, “J(3-H, 1-H) = 1.6 Hz, 1H, 3-H); 8.54 (dd, 31(6-H, 5-H) = 8.2 Hz,
4J(6-H, 4-H) = 1.7 Hz, 1H, 6-H); 8.22 (s, 1H, 7-H); 7.81 (dd, 31(2-H, 3-H)
= 8.4 Hz, *J(2-H, 1-H) = 4.3 Hz, 1H, 8-H); 7.79 (dd, 3J(5-H, 6-H) = 8.2
Hz, *3(5-H, 4-H) = 4.9 Hz, 1H, 5-H); 7.47 (d, “)J(16-H, 18-H) = 2.1 Hz,
1H, 16-H); 7.22 (d, 3J(19-H, 18-H) = 8.4 Hz, 1H, 19-H); 7.11 (dd,
3]J(18-H, 19-H) = 8.4 Hz, *J(18-H, 16-H) = 2.1 Hz, 1H, 18-H); 7.00 (d,
3)(33-H, 9-H) = 3.0 Hz, 2H, 33-H); 6.97 (d, 31(25-H, 26-H) = 8.0 Hz, 2H,
25-H); 6.67 - 6.44 (m, 4H, 26-H, 28-H); 4.28 (d, 3J(9-H, 33-H) = 3.0 Hz,
2H, 9-H); 3.89 (q, 3J(30-H, 31-H) = 7.1 Hz, 2H, 30-H); 0.77 (t, *J(31-H,
30-H) = 7.1 Hz, 3H, 31-H);



145

~e ®on
o~ ©ow’
010 NS
o ©on

oN
~No

o~

10.4077

oo

2

oo ©

—8.2217
—7.7992

6

1

.09

5
—6.5649
—4.2752
—3.9021

0

6

—0.8020
——0.7692

bl e A Mtk st
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
(ppm )

Abb. 40: 'H-NMR-Spektrum von 18 in DMSO-dg

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 169.42 (15-C), 165.71 (22-C),
151.75 (29-C), 150.02 (1-C), 149.48 (4-C), 149.37 (21), 145.85 (10-C),
143.90 (14-C), 135.87 (6-C), 131.66 (3-C), 131,45 (9-C 0. 11-C), 131.37
(9-C o. 11-C), 131.18 (12-C), 131.02 (20-C), 128.00 (26-C), 124.79
(13-C), 123.63 (5-C), 122.74 (2-C), 120.57 (7-C), 120.19 (17-C), 119.37
(27-C), 116.97 (23-C), 115.63 (18-C), 114.87 (24-C), 113.63 (16-C),
60.62 (30-C), 45.57 (9-C), 13.24 (31-C).

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):

berechnet: (fur C36H27N406, MH+): 611.1925
gefunden: 611.1948
Abweichung: 3.7 ppm

IR (KBr-Verreibung): & [cm™] = 3371 (w, v(OH)), 3230 (w, v(NH)),
3050, 2950 (m, v(CHary)), 1712 (m, v(COegster)), 1594 (M, v (CCary)),
1511, 1468 (m, 8(NH amin)), 1113 (s, 8 (OH)).
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9.8.14 DARSTELLUNG VON 4-(BROMMETHYL)-BENZOYLBROMID!!*?! (BBB, 19)

Br Br

+ PBrj

HO™ ~0 B O
9 19

5.0 g (23.5 mmol) 4-Brommethyl-benzoesaure (9) wurden in 15.0 mL
(0.16 mmol) Phosphortribromid flr 5 h unter Rlckfluss gerthrt. Der oran-
gerot gefarbte Niederschlag wurde von der hellgelben, viskosen Ldésung
abdekantiert. Fliichtige Bestandteile der Lésung wurden im Olpumpenva-
kuum von 0.25 hPa und einer Temperatur von 50 °C abkondensiert. Der
gelbe Rickstand wurde in 50.0 mL Toluol aufgenommen, unldsliche Be-
standteile unter Schutzgas abfiltriert. Das Lésungsmittel wurde im Olpum-
penvakuum entfernt.

Da das Produkt nicht stabil genug fiir eine NMR-spektroskopische Untersu-

chung ist, musste auf diese verzichtet werden.

Ausbeute: 6.01 g (21.9 mmol; 93%) an 4-(Brommethyl)-benzoylbromid
(19)
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9.8.15 DARSTELLUNG  VON 4-(BROMMETHYL)-N-(1,10-PHENANTHROLIN-5-

vL)BeNzamip! M (20)

Br Br
) E
NH, Br o) o~ >nH
19
7\ 7\ 7 N\ 7 N\
—N N— —N N=
3 20

1.30 g (6.70 mmol) 5-Amino-1,10-phenanthrolin (3) wurde in 100 mL ab-
solutes Acetonitril gegeben. Zu der Suspension wurde eine Ldsung aus
2.39 g (8.60 mmol) 4-Brommethyl-benzoylbromid (19) in 50.0 mL tro-
ckenem Acetonitril zugetropft. Nach 20 h Ruhren bei Raumtemperatur
wurde der entstandene, orangefarbene Niederschlag Uber eine D4-
Glasfritte abfiltriert. Der Feststoff wurde sukzessive mit einmal 10.0 mL
Acetonitril, zweimal mit je 20.0 mL 5%iger, wassriger Natriumhydrogen-
carbonatlésung aufgeschlammt und abfiltriert, anschlieBend wurde zwei-
mal mit je 20.0 mL Wasser gewaschen. Der beigefarbene Feststoff (20)

wurde im Exsikkator Uber Phosphor(V)-oxid getrocknet.

Ausbeute: 1.01 g (5.70 mmol; 85%) an 4-(Brommethyl)-N-(1,10-
Phenanthrolin-5-yl)benzamid (20)

Schmelzpunkt: 228 °C (Zers.)
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Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 11.00 (s, 1H, 11-H); 9.31 (dd,
3)(4-H, 5-H) = 4.6 Hz, *3(4-H, 6-H) = 1.1 Hz, 1H, 4-H); 9.25 (dd, 3J(1-H,
2-H) = 4.9 Hz, *J(1-H, 3-H) = 1.3 Hz, 1H, 1-H); 9.10 (dd, 3J(3-H, 2-H) =
8.2 Hz, “J(3-H, 1-H) = 1.0 Hz, 1H, 3-H); 8.98 (dd, 31(6-H, 5-H) = 8.5 Hz,
43(6-H, 4-H) = 1.1 Hz, 1H, 6-H); 8.49 (s, 1H, 7-H); 8.20 (dd, 31(2-H, 3-H)
= 8.2 Hz, 3J(2-H, 1-H) = 5.0 Hz, 1H, 2-H); 8.14 - 8.17 (m, 3)(8-H, 9-H) =
8.3 Hz, 3H, 5-H, 8-H), 7.68 (d, 3J(9-H, 8-H) = 8.3 H, 2H, 9-H; 4.82 (s,
2H, 10-H.
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9.8.16 DARSTELLUNG VON 5-AMINO-2-(3-0X0-6-[4-([1,10]PHENANTHROLIN-5-

YLCARBAMOYL)-BENZYLOXY ]-3H-XANTHEN-9-YL)BENZOESAUREESTER (21)

Br

7\ 7\
—N N= N N=—
20 21

216 mg (576 pmol) an Verbindung 17, 338 mg (876 umol) an Verbin-
dung 20 und 8.00 g (75.5 mmol) Natriumcarbonat (wasserfrei) wurden in
100 mL - Uber Molekularsieb 4A getrocknetem - DMF fiir 72 h bei Raum-
temperatur unter Argonatmosphare im ausgeheizten 250 mL Rundkolben
gerthrt. Das Reaktionsende der von Beginn an orangefarbenen Ldsung
wurde per ESI-MS kontrolliert. Die L6sung wurde am Rotationsverdamp-
fer auf ein Volumen von 4.00 mL eingeengt und durch Giessen auf 16.0
mL Diethylether ein brauner Niederschlag ausgefallt, der durch Abzentri-
fugation isoliert wurde. Trocknung bei 25°C im Olpumpenvakuum von
0.25 hPa fUhrte zu einem roten, pulverigem Rohprodukt. Dieses Rohpro-
dukt wurde zweimal mit Wasser im Ultraschallbad fir 15 min digeriert. Die
Rohausbeute lag bei 170 mg (247 pmol, 43%).

30 mg (43.7umol) dieses Rohprodukts wurden sdaulenchromatographisch
an basischem Aluminiumoxid (150 g) getrennt. Als Laufmittel wurde ein

Gemisch aus Dichlormethan/n-Hexan/Ethanol (10:4:1, v/v/v) verwendet.

Ausbeute: 8.2 mg (12.0 pmol, 12%) an 5-Amino-2-(3-0x0-6-[4-
([1,10]phenanthrolin-5-ylcarbamoyl)-benzyloxy]-3h-xanthen-9-yl)benzoe-
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saureester (21).

Charakterisierung:

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.68 (s, 1H, 41-H); 9.13 (d,
3)(4-H, 5-H) = 3.1 Hz, 1H, 4-H); 9.08 (d, 3J(1-H, 2-H) = 3.1 Hz, 1H,
1-H); 8.52 (d, 3J(3-H, 2-H) = 9.0 Hz, 1H, 3-H); 8.50 (d, 3)(6-H, 5-H) =
9.0 Hz, 1H, 6-H); 8.15 (d, J(14-H, 15-H) = 8.2 Hz, 2H, 14-H); 8.13 (s,
1H, 7-H); 7.82 - 7.74 (m, 3)(2-H, 3-H) = 9.0 Hz, 3)(5-H, 4-H) = 3.1 Hz,
2H, 2-H, 5-H); 7.68 (d, 3)(15-H, 14-H) = 8.2 Hz, 2H, 15-H); 7.36 (d,
4)(34-H, 33-H) = 2.4 Hz, 1H, 34-H); 7.31 (d, “3(19-H, 30-H) = 2.0 Hz,
1H, 19-H); 7.07 (d, *3(32-H, 33-H) = 8.2 Hz, 1H, 32-H); 7.05 - 7.01 (m,
43(30-H, 19-H) = 2.0 Hz, 2H, 19-H, 30-H); 6.97 (d, *J(25-H, 24-H) =
9.7 Hz, 1H, 25-H; 6.93 (dd, °3(33-H, 32-H) = 8.3 Hz, *)(33-H, 32-H) =
2.4 Hz, 1H, 33-H); 6.39 (dd, 31(24-H, 25-H) = 9.7 Hz, *J(24-H, 22-H) =
2.0 Hz, 1H, 24-H; 6.20 (d, 3J(22-H, 24-H) =2.0 Hz, 1H, 22-H); 5.88 (s,
2H, 42-H); 5.43 (s, 2H, 17-H); 3.94-3.85 (m, 3)(37-H, 38-H) = 7.2 Hz,
2H, 37-H); 0.83 (t, *3(38-H, 37-H) = 7.2 Hz, 3H, 38-H).
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Abb. 41: 'H-NMR-Spektrum von 21 in DMSO-dg

13C-NMR (125 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 183.81 (23-C), 166.25 (21-C),
165.57 (36-C), 162.42 (18-C), 158.50 (21-C), 153.46 (20-C), 151.65
(26-C), 150.11 (1-C), 149.93 (4-C), 149.72 (39-C), 145.87 (9-C), 144.33
(10-C), 140.07 (13-C), 135.94 (6-C), 133.79 (16-C), 132.34 (3-0),
132.05 (8-C), 131.39 (32-C), 130.94 (31-C), 130.85 (25-C), 129.29
(30-C), 128.98 (24-C), 128.19 (14-C), 127.91 (27-C), 127.59 (15-C),
125.68 (11-C), 123.56 (2-C), 122.93 (5-C), 122.72 (7-C), 119.17 (35-C),
117.18 (26-C), 117.01 (33-C), 115.39 (28-C), 114.91 (34-C), 113.95
(29-C), 104.30 (22-C), 101.41 (19-C), 69.49 (17-C), 60.51 (37-C), 13.35
(38-C).

HR-MS (ESI, positive ion mode, Methanol):

berechnet: (fir C42H30N4NaOg, MH™): 709.2058
gefunden: 709.2099
Abweichung: 5.7 ppm
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IR (KBr-Verreibung): & [cm] = 3235 (w, v(NH)), 3020, 2950 (m,
v (CHary1)), 1713 (M, 0 (COester)), 1595 (s, v(CCary1)), 1479 (M, 5(NH amin)).

9.9 Durchfiithrung der zellfreien Messungen der Fluoreszenzsonden

9.9.1 ENTFERNUNG DER KONTAMINIERENDEN SCHWERMETALLE AUS DEN VERWENDETEN

MEDIEN

Um eine exakte Quantifizierbarkeit zu gewahrleisten muss eine Schwer-
metallkontamination ausgeschlossen werden. Dies geschieht mittels einer

modifizierten Standardmethodel!>!

durch Zugabe des Schwermetall-
komplexbildnerharzes Chelex 100 zu allen verwendeten Medien. 50.0 mL
der zu behandelnden Lésung wurden in einem Falcon-Réhrchen entspre-
chenden Volumens mit 2.00 g Chelex 100 versetzt und das verschlossene
GefaB bei 4°C flr mindestens acht Stunden an der Schittelmaschine gut
geschuttelt. Die Suspension ist im Kuhlraum unter Lichtausschluss Uber
mehrere Wochen lagerfahig; einsatzfahig wurde sie durch Abdekantieren
des Komplexbildnerharzes mit anschlieBender pH-Wert-Einstellung, da
Chelex 100 den pH-Wert der damit behandelten Lésung erhdht. Die erfor-
derliche Senkung des pH-Wertes geschah in der Regel mit 6.00 M Salz-
saure. Da nicht alle Schwermetallionen durch diese Prozedur entfernt wer-
den kénnen, wurde die verbliebene Restkontamination exemplarisch flr
das einfache, gepufferte Medium (10.0 mM Tris/HCI, 2.00 mM Ascorbin-
saure, 0.18% w/v SDS, pH = 7.2) mittels AAS bestimmt, wobei die Mit-
telwerte bei 2.1 pg/L Eisen und 2.4 ug/L Kupfer bei einer Restkontamina-

tion von etwa 2 ug/L lagen.

9.9.2 DIE FLUORESZENZANALYSE BEI ANWESENHEIT UND ABWESENHEIT VON FE(II)

Es wurden 1.00 mM Stammldsungen der potentiellen Fluoreszenzsonden
14 und 16 in DMSO angefertigt. Diese Losungen wurden aliquotiert und
waren bei - 30°C und Dunkelheit Uber mehrere Wochen lagerfahig. Aus

diesen Stammldésungen wurden die 10.0 uM gepufferten, schwermetallar-
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men Indikatorldsungen hergestellt. Um zu gewdhrleisten, dass bei Eisen-
zugabe dieses ausschlieBlich als Fe®* vorliegt muss ein Reduktionsmittel
vorhanden sein. Da dies keinen Einfluss auf die Fluoreszenz haben darf,
wurde auch bei eisenfreien Messungen vor der pH-Wert Einstellung Ascor-
binsdaure bis zur Endkonzentration von 2.00 mM zugegeben. AnschlieBend
wurden diese Indikatorlésungen auf einen pH-Wert von 7.2 eingestellt und
mit 0.18% SDS versetzt. Die Messungen erfolgten eisenfrei und anschlie-
Bend erfolgte fur die Fluoreszenzsonde 14 die sukzessive Zugabe einer
Fe2+—StammIt')sung mit den Endkonzentrationen 0.00, 0.50, 1.00, 1.50,
2.50, 3.50 und 10.0 uM Fe?* bei einer Fluoreszenzsondenkonzentration
von 10 pM. Durchgefuhrt wurden diese Fluoreszenzmessungen am Fluo-
reszenzspektrometer Fluoroscan FL 3095 in Quarzglaskivetten mit einer
Schichtdicke von 1.00 cm. Die Emissionsspektren wurden mit der Anre-
gungswellenléange, die dem Absorptionsmaximum des jeweiligen Fluores-
zenzfarbstoffes entsprach, bei einer Temperatur von 22°C aufgenommen.
Fir die Fluoreszenzsonde 16 wurde bei einer Sondenkonzentration von
10.0 uM die gleichen Eisenkonzentrationen gewahlt. Die Untersuchungen
am Laser-Scanning-Mikroskop wurden entsprechend der héheren Fluores-
zenzsondenkonzentrationen mit hdheren Eisenkonzentrationen durchge-
fuhrt.

9.9.3 HERSTELLUNG DER EISEN-STAMMLOSUNGEN

29.4 mg Trinatriumcitrat Dihydrat wurden in 10.0 mL bidestilliertem Was-
ser gelost und 39.2 mg Fe(NH4)2(S04), Hexahydrat (Mohr “sches Salz) zu-
gesetzt. 100 puL dieser 10 mM Fe’*-Stammlésung wurden zu einer Lsung
aus 3.52 mg Ascorbinsaure in 900 uL bidestilliertem Wasser gegeben.
Nach einer Inkubationszeit zwischen 30 und 120 Minuten wurden die Ei-
senstammldsungen flr die Fluoreszenzmessungen inklusive der ex situ-
Messungen verwendet. Es handelte sich hierbei um Lésungen mit den
Endkonzentrationen 1.00 mM Fe?*, 1.00 mM Citrat und 20 mM Ascorbin-

saure.
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9.10 Die Fluoreszenzsonden im zellularen System

9.10.1 ZELLPRAPARATION UND ZELLKULTIVIERUNG

Sowohl die Praparation als auch die Kultivierung der Zellen wurde freund-
licherweise von Frau Birgit Lammers und Frau Nathalie Boschenkov (Insti-

tut fir Physiologische Chemie, Universitatsklinikum Essen) durchgeflhrt.

9.10.2 PRAPARATION UND KULTIVIERUNG DER RATTENHEPATOZYTEN

Nach der von de Groot et al.[*>] beschriebenen Methode wurden die Hepa-
tozyten isoliert. Auf kollagenbeschichtete Deckglaschen mit einer Oberfla-
che von 6.20 cm? wurden die fiir die fluoreszenzspektroskopischen Unter-
suchungen vorgesehenen Hepatozyten mit einer Dichte von 1.70 e 10°
Zellen/cm? (ermittelt mit einer Neubauer-Zahlkammer, Brand, Wert-
heim/Main, Deutschland) in Zellkultur-Petrischalen eingesetzt. Die Kulti-
vierung erfolgte in L-15 Medium und wurde erganzt durch fétales Kalber-
serum (5.0%), L-Glutamin (2.0 mM), Glukose (8.3 mM), Rinderserumal-
bumin (0.1%), Natriumhydrogencarbonat (14.3 mM), Gentamycin (50
Hg/mL) und Dexamethason (1.0 uM) bei einer Temperatur von 37°C unter
einer Atmosphare von 5.00% CO; und 95% Raumluft mit einer Luftfeuch-
tigkeit von 100% in einem Brutschrank (Modell 6000, Heraeus, Hanau,
Deutschland). Die Zellen wurden 2 Stunden nach dem Einsetzen mit HBSS
gewaschen und flr weitere 20 - 24 Stunden kultiviert um sie dann im Ex-

periment zu benutzen.

9.10.3 KULTIVIERUNG DER RATTENLEBERENDOTHELZELLEN

Aus einer Zelllinie der Leber mannlicher Ratten des Wistar-Stammes etab-
lierte!*>3] Leberendothelzellen wurden in RPMI 1640-Medium, welches er-
ganzt wurde mit fétalem Kalberserum (20%), L-Glutamin (2.0 mM), Peni-
cillin/Streptomycin (50 pug/mL = 50 U/mL) und Dexametheson (1.0
MM), bei einem pH-Wert von 7.35 kultiviert. Durch Trypsinisierung wurden

Subkulturen gewonnen. Die Zellen wurden nach dem 1:3 - Splitten auf
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fibronektin-beschichteten Deckgldschen mit einer Oberfldche von 6.20 cm?
in Zellkulturschalen eingesetzt, um sie zwei Tage nach der Subkultivierung

im Experiment zu benutzen.

9.10.4 DIE BESTIMMUNG DER SUBZELLULAREN VERTEILUNG DER FLUORESZENZSONDEN

Die Rattenhepatozyten wurden grundsatzlich 20 -24 Stunden nach der
Zellisolation in den Experimenten eingesetzt. Zur Bestimmung der subzel-
lularen Verteilung der Fluoreszenzindikatoren 14 und 16 wurden Deckgla-
schen mit adharenten Hepatozyten in Pentz-Kammern eingeschraubt und
die Zellen zweimal mit je 2.00 mL HBSS (37°C) vorsichtig gewaschen und
anschlieBend in der Dunkelkammer mit einem der Indikatoren 14 oder 16

fur 30 min beladen.
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