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1 Einleitung und Aufgabenstellung 

1.1 Natürlich vorkommende organische Polysulfide und die Bedeutung 
biologisch aktiver Schwefelverbindungen 

Pentathiepine sind siebengliedrige, heterocyclische Polysulfane. Sie gehören damit zur 

Gruppe organischer Polysulfide und somit zu einer Stoffklasse, die in den letzten Jahren 

wachsendes Interesse hinsichtlich pharmazeutisch/medizinisch nutzbarer Eigenschaften 

geweckt hat.[1-3] 

Bereits seit der Antike ist die antibakterielle Wirkung von Inhaltsstoffen der Pflanzenfami-

lie Alliaceae, insbesondere der Gattung Allium, wie zum Beispiel Allium sativum L. (Knob-

lauch), oder des Knoblauchbaums (Scorodophloeus zenkeri HARMS.) aus der Familie der Fab-

aceae bekannt und ist auf das Vorkommen verschiedener linearer Polysulfide, wie zum 

Beispiel Diallyltrisulfid und Diallyltetrasulfid zurückzuführen.[4]  

 

Abbildung 1:  In Allium sativum L. enthaltene lineare Polysulfide 

Diese im Knoblauch enzymatisch aus Allicin gebildeten Substanzen und deren korrespon-

dierende Reaktionsprodukte bestimmen zum Teil die antifungalen und antibiotischen Ei-

genschaften zur Abwehr von Mikroorganismen und Fressfeinden.[5, 6] Des Weiteren konnte 

eine zytotoxische Aktivität der linearen Polysulfane nachgewiesen werden, welche sich in 

Form des Auslösens des Zellzyklusarrests und der Apoptose darstellte.[7, 8] Besonders be-

merkenswert ist das Vorkommen dieser Polysulfane in essbaren Pflanzen, da sie als relativ 

untoxisch gelten. So zum Beispiel auch das cyclische Polysulfan Lenthionin in Shiitake-Pil-

zen oder andere Trithiane in Asparagus-Arten, welche ebenfalls antimikrobielle und anti-

fungale Eigenschaften aufweisen (Abbildung 2).[9, 10] 
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Abbildung 2: Lenthionin aus Shiitake-Pilzen und ein Trithian aus Asparagus-Arten 

Das pharmakologisch Interessante dieser und verwandter Verbindungen ist, dass sie trotz 

ihrer vielfältigen biologischen Eigenschaften eine relative Selektivität zu Pilz-, Bakterien- 

und Krebszellen aufweisen und somit als Kandidaten für die therapeutische Verwendung 

in Frage kommen.[8] Diese möglich Anwendung wurde zuletzt auch an Extrakten von Gal-

lesia integrifolia HARMS. gezeigt, welche große Mengen Polysulfane enthalten.[11, 12] Der Wirk-

mechanismus dieser Substanzen unterscheidet sich deutlich von der Reaktivität von Thio-

len und Disulfiden.[1] Auf die möglichen Wirkungswege von Polysulfiden und 

Polysulfanen wird deshalb gesondert im nächsten Kapitel eingegangen. 

Das schwefelhaltige Glutathion/Glutathiondisulfid-System ist das wichtigste Redoxpuffer-

system in lebenden Zellen.[1] Es existiert in leichten Abwandlungen, zum Beispiel als Ho-

moglutathionsystem in Hülsenfrüchten, überall.[1] Das Verhältnis zwischen den beiden 

Spezies Glutathion und Glutathiondisulfid ist in Säugetierzellen durch das Glutathionper-

oxidase- und Thioredoxinreduktase-System enzymatisch kontrolliert. Zusätzlich ist bereits 

nachgewiesen, dass durch Reaktion von Polysulfiden mit Thiolen reaktive Sauerstoffspe-

zies entstehen.[13] 

In Glutathion (GSH) – der größten Schwefelquelle innerhalb der Säugetierzelle – liegt 

Schwefel im Oxidationszustand −2 vor, dem reduziertesten Zustand, den Schwefel einneh-

men kann. Gleichzeitig ist es als aliphatisches Thiol unter physiologischen Bedingungen 

zum großen Teil ungeladen (pKa ≈ 8,3)[14]  und somit weder besonders nukleophil, noch be-

sonders redoxreaktiv. Zwischen dem reduziertesten und oxidiertesten Zustand von Schwe-

fel (SO42−, +6) gibt es eine Vielzahl von Spezies unterschiedlicher Oxidationsstufen und so-

mit unterschiedlicher Reaktivität: Polysulfide und Hydropersulfide liegen als gemischte 

Sulfide in den Oxidationsstufen −1 und 0 vor, während Disulfide ausschließlich den Oxi-

dationszustand −1 besitzt. Die große Bandbreite an Oxidationsstufen ermöglicht eine Viel-

zahl unterschiedlicher Reaktionen und Funktionen im physiologischen System, die noch 

nicht vollständig verstanden, aber Gegenstand aktueller Forschung sind.[2, 15-18] 



NATÜRLICH VORKOMMENDE ORGANISCHE POLYSULFIDE UND DIE BEDEUTUNG BIOLOGISCH AKTIVER 

SCHWEFELVERBINDUNGEN 

 

3 

 

Neben der Bildung schwefelradikalischer Verbindungen und anschließender Bildung von 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), haben viele physiologische Schwefelspezies eine direkte 

Wirkung auf Zellen. Da Pentathiepine und lineare Polysulfane in Gegenwart hoher Kon-

zentrationen Glutathion unter anderem Schwefelwasserstoff und Polysulfane freisetzen 

(Abbildung 7, Seite 7) lohnt sich ein Blick auf mögliche Reaktionswege von Schwefelwas-

serstoff und verwandten Verbindungen. 

Hinsichtlich antioxidativer und zytoprotektiver Eigenschaften, sowie die Fähigkeit, als 

Schwefelspeicher innerhalb der Zelle zu agieren, ergibt sich in Hinsicht auf Krebszellen ein 

gemischtes Bild. In vielen Krebszelllinien wurde eine erhöhte Konzentration an H2S-pro-

duzierenden Enzymen gemessen. Cystathionin-β-Synthase (CBS), Cystathionin--Lyase 

(CSE) und 3-Mercaptopyruvat-Schwefeltransferase (3-MST) führen zu einer erhöhten H2S-

Produktionskapazität. Die dadurch ausgelösten Signalwege führen zur Hochregulierung 

bioenergetischer Funktionen wie Glykolyse, oxidativer Phosphorylierung, maximaler Ade-

nosintriphosphat (ATP)-Produktion, verstärkter Proliferation und Aufrechterhaltung eines 

mesenchymalen Status. Das begünstigt Migration und Metastasierung der Krebszellen. Zu-

sätzlich kommt es zu einer effektiveren mitochondrialen DNA-Reparatur, was das unkon-

trollierte Wachstum beschleunigt.[19] 

Dem gegenüber ist Schwefelwasserstoff zum Beispiel in der Lage, intrazellulär Hydro-

persulfide aus Di- und Polysulfiden zu erzeugen:  

Diese Reaktion kann unter physiologischen Bedingungen insbesondere in Zellkomparti-

menten wie dem endoplasmatischen Retikulum stattfinden. Das verändert potentiell die 

Konformation und die Aktivität betroffener Enzyme. Da 10–25 % der Leberproteine physi-

ologisch Hydropersulfide aufweisen, ist davon auszugehen, dass sie eine physiologische 

Funktion, zum Beispiel Signaltransduktion, besitzen.[20] Aufgrund ihres um 1–2 Größenord-

nungen geringeren pKa-Wertes gegenüber dem korrespondierenden Thiolen[21] besitzen sie 

eine größere Nukleophilie sowie ein höheres reduktives Potential. Deswegen besitzen Hy-

dropersulfide das Potential, schädliche Veränderungen hervorzurufen. Eine Oxidation un-

ter Radikalbildung mit anschließender radikalischer Alkylierung oder einfachen Dimeri-

sierungen sind möglich: 

HS− + RSSR′  ⇌ RSSH + R′S− (1—1) 

RSSH + X• → RSS• + XH (1—2) 
RSS− + X• → RSS• + X− (1—3) 
2RSS• → RSSSSR (1—4) 
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Die Dimere sind ebenfalls in der Lage, funktionelle Veränderungen an intrazellulären Pro-

teinen hervorzurufen. So wurde für Rhodobacter capsulatus gezeigt, dass die intramolekulare 

RSSSSR-Bildung die Bindung des Transkriptionsrepressors SqrR hemmt.[22] Es konnte eben-

falls gezeigt werden, dass in-situ erzeugtes Glutathionpersulfid (GSSH) Papain unspezi-

fisch, konzentrationsunabhängig hemmt.[23] Ähnliche Reaktionen, wie sie für H2S aufge-

führt sind, können theoretisch auch für Hydropolysulfide, wie sie aus Pentathiepinen 

durch Glutathion freigesetzt werden, formuliert werden. Die so gebildeten Schwefelspezies 

könnten antikarzinogen wirken.  

Pentathiepine (Kapitel 1.2) könnten demnach nicht nur in der Lage sein, reaktive Sauer-

stoffspezies (Kapitel 1.3) zu erzeugen, sondern sind möglicherweise fähig, direkt in die Sig-

naltransduktion und in die Funktionsfähigkeit von Proteinen einzugreifen, sofern die not-

wendige Lokalisation innerhalb der Zelle gegeben ist.  

1.2 Pentathiepine 

1.2.1 Struktur, Eigenschaften und Vorkommen von Pentathiepinen 

Der Siebenring der Pentathiepine zeichnet sich durch fünf Schwefel- und zwei durch eine 

Doppelbindung verbundene Kohlenstoffatome aus (Abbildung 3). Der siebengliedrige he-

teroatomische Ring liegt in einer dem elementaren Schwefel ähnlichen Sessel-Konforma-

tion vor.[24] Der Ring ist ausgesprochen lipophil und weist sowohl Stabilität als auch Reak-

tivität ähnlich dem thermodynamisch stabilsten elementaren Cyclooctaschwefel S8 auf.[24] 

Gegenüber Säuren weist er eine hohe Stabilität auf,[24] wogegen Basen und Nukleophile den 

Ring leicht öffnen können.[25]  

 

Abbildung 3: Struktur des Pentathiepinrings. Dargestellt ist das einfachste Pentathiepin – 1,2,3,4,5-Pen-
tathiepin (weiß – Wasserstoff, grün – Kohlenstoff, gelb – Schwefel) 

In Lösung ist ein Gleichgewicht zwischen dem Pentasulfan, Trisulfan und Heptasulfan be-

schrieben (Abbildung 4).[26] Dabei ist die Lage des Gleichgewichtes von der Löslichkeit ele-

mentaren Schwefels im gewählten Lösungsmittel abhängig. Das Pentathiepin stellt in die-

sem Gleichgewicht aufgrund seiner dem S8 ähnlichen Konformation den stabilsten und 

mengenmäßig größten Bestandteil des Gleichgewichtes dar.  



PENTATHIEPINE 

 

5 

 

 

Abbildung 4: Gleichgewicht zwischen unterschiedlichen Sulfanen in Lösung. Das Pentathiepin stellt das 
Hauptprodukt des gezeigten Gleichgewichtes dar. Die Ausbildung und Lage des Gleichge-
wichtes ist von der Löslichkeit elementaren Schwefels im gewählten Lösungsmittel abhän-
gig. Abbildung modifiziert nach MAHENDRAN et al. 2016[26] 

Pentathiepine sind eine seit den 70er Jahren[27] synthetisch zugängliche Stoffklasse und 

wurden zu Beginn der 1990er Jahre aus marinen Organismen isoliert. Aus der Seescheide 

Lissoclinum perforatum wurde eine gegen Candida albicans (40 µg mL−1) und andere Pilze an-

tifungal wirkende Struktur isoliert. Sie war außerdem gegen verschiedene grampositive 

und -negative Bakterienstämme (u.a. Staphylococcus aureus und Escherichia coli) im Bereich 

von 0,6–0,1 µg mL−1 antimikrobiell wirksam. Des Weiteren zeigte sie zytotoxische Eigen-

schaften und wurde zunächst fälschlicherweise als 1,2,3-Trithian-Derivat identifiziert.[28] In 

Anlehnung an die Ursprungsspezies wurde diese Substanz als Lissoclinotoxin A bezeich-

net. 

Im gleichen Zeitraum wurde Varacin aus Lissoclinum vareau sowie Polycitor spec. isoliert und 

hinsichtlich antimikrobieller, antifungaler und zytotoxischer Eigenschaften bewertet.[29, 30] 

Nach weiterer Strukturaufklärung wurde sowohl für Varacin, als auch für 

Lissoclinotoxin A die Pentathiepinstruktur bestätigt.[31] 

 

Abbildung 5: Strukturen von Varacin, Lissoclinotoxin A sowie 7-Methylbenzopentathiepin 
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Varacin zeigte dabei gegen die humane Darmkrebszellliniwe HCT116 eine 100-fach stär-

kere Zytotoxizität als 5-Fluoruracil. Die 1,5-fach höhere Zytotoxizität gegen die CHO-Zell-

linien EM9 (Chlordesoxyuridin-sensitiv) gegenüber BR1 (Carmustin-resistent) gaben erste 

Hinweise auf eine durch DNA-Einzelstrangbrüche hervorgerufene Zytotoxizität.[30, 32] 

1.2.2 Wirkmechanismus der Pentathiepine 

Aufgrund der geringen Verfügbarkeit und aufwendigen Extraktion aus marinen, wirbello-

sen Organismen, wurden zeitnah Anstrengungen unternommen, die natürlich vorkom-

menden Pentathiepine vollsynthetisch zugänglich zu machen. Dies gelang FORD UND 

DAVIDSON 1993[33] sowie FORD et al. 1994[34]. Dadurch wurden weitergehende Untersuchun-

gen zum Wirkmechanismus ermöglicht. Es stellte sich heraus, dass Varacin und Lisso-

clinotoxin A in der Lage sind, in Gegenwart von Thiolen in-vitro DNA zu spalten. Auch für  

das synthetisch erzeugte Pentathiepin 7-Methylbenzopentathiepin konnte gezeigt werden, 

dass es in Gegenwart von Thiolen DNA-Fragmente zu erzeugen vermag.[35] Die Wirkung 

der natürlich vorkommenden Pentathiepine erwies sich jedoch als stärker.  

Begründet werden konnte dieser Unterschied zwischen Varacin und 7-Methylbenzopenta-

thiepin mit dem vorhandenen Amin in den Strukturen Varacin und Lissoclinotoxin A. Un-

ter sauren Bedingungen konnte die Fähigkeit zur DNA-Spaltung noch verstärkt werden 

und ebenfalls eine von der Thiol-Konzentration abhängige Wirkung gezeigt werden.[36] Un-

ter physiologischen Bedingungen ist das Amin des Varacins und Lissoclinotoxin A in der 

Lage, die Spaltung des Pentathiepinrings zu beschleunigen (Abbildung 6, Seite 6).[25] Der in 

Abbildung 6 gezeigte Aktivierungsmechanismus wurde mittels errechneter Orbitalerner-

gien postuliert.  

 

Abbildung 6: Aminvermittelte intramolekulare Pentathiepin-Spaltung in Varacin[25] 

Analoge Überlegungen wurden auch für die Reaktion von Pentathiepinen mit Thiolen an-

gestellt, wobei experimentell folgender Mechanismus postuliert wurde.[37]  
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Abbildung 7: Abbau von 7-Methylbenzopentathiepin in Gegenwart eines Überschusses an Mercap-
toethanol. Modifiziert nach CHATTERJI UND GATES 2003[37]. Die Hauptprodukte der Reaktion 
sind das aromatische, vicinale Dithiol sowie H2S und das Disulfid des eingesetzten Thiols  

Sowohl die intramolekulare Spaltung durch das Amin in Varacin als auch die Spaltung des 

Pentathiepinrings durch Thiole enthielten zwei Implikationen: Einerseits schien die Wir-

kung des Pentathiepins intrazellulär durch Spaltung des Pentathiepins eingeleitet zu wer-

den, andererseits war die Möglichkeit der Wirkungsvermittlung durch reaktive Schwe-

felspezies aufgeworfen worden. Dass reaktive Schwefelspezies, wie zum Beispiel das 

Hydropersulfid RSSH, prinzipiell in der Lage sind, reaktive Sauerstoffspezies (Kapitel 1.3) 

zu erzeugen und so das Redoxgleichgewicht innerhalb der Zellen zu verschieben, konnte 

durch CHATTERJI et al. 2005[13] gezeigt werden: 

Wahrscheinlich kommt es durch Spuren von Metallionen zur initialen Oxidation des Hyd-

ropersulfidanions. Anschließend ist das reduzierte Metallion in der Lage Sauerstoff zum 

Superoxid zu reduzieren. Das infolgedessen gebildete Wasserstoffperoxid ist seinerseits fä-

hig, in Gegenwart von Metallionen radikalische Reaktionen einzugehen, hier am Beispiel 

der Fenton-Reaktion mit Eisen-II gezeigt (Formel (1—10)). Das gebildete Persulfidradikal 

kann anschließend im Sinne der Formel (1—4) zum Dimer abreagieren. Dies stellt neben 

der direkten Wirkung reaktiver Schwefelspezies einen weiteren möglichen Weg dar, wie 

Pentathiepine ihre Wirkung entfalten. 

1.2.3 Weitere biologische Effekte von Pentathiepinen 

Durch die Entdeckung einer vergleichsweise einfachen Synthese polycyclischer Pentathie-

pine durch ZUBAIR et al. 2013[38] sowie durch die Synthese einfacherer Indol-Pentathiepine 

RSSH ⇄ RSS− + H+ (1—5) 

RSS− +M(n+1)+ → RSS• +Mn+ (1—6) 

Mn+ + O2 → M
(n+1)+ + O2

•− (1—7) 

2O2
•− + 2H+ → H2O2 + O2 (1—8) 

H2O2 +M
n+ → HO• + HO− +M(n+1)+ (1—9) 

Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ + OH• + OH− (1—10) 
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im Arbeitskreis von Prof. Dr. Patrick J. Bednarski[39] war es möglich, weitere biologische 

Eigenschaften dieser Stoffgruppe zu untersuchen. In zwei vorangegangenen Dissertationen 

von Dr. Steven Behnisch-Cornwell[40] und Dr. Lisa Wolff[41] wurden verschiedene Pentathie-

pine untersucht. Es handelte sich bei den untersuchten Substanzen um die Strukturen 18, 

22, 25, 26, 28-31[42] sowie 32–37[43]. Die Strukturen sind in Kapitel 5.1 gesammelt dargestellt. 

Bei den Untersuchungen wurden folgende Ergebnisse erhalten:  

BEHNISCH 2017[40] fand heraus, dass Pentathiepine die stärksten bisher bekannten Gluta-

thionperoxidase-1 (GPx-1)-Inhibitoren sind, zehnmal stärker, als Mercaptobernsteinsäure, 

dem bis dahin stärksten bekannten Inhibitor. Die Inhibierung erfolgt selektiv. Das heißt, 

dass keine anderen antioxidativen Enzyme durch die Pentathiepine beeinflusst werden, 

wie zum Beispiel Katalase (CAT) oder Thioredoxinreduktase (TrxR). Es konnte gezeigt wer-

den, dass Pentathiepine auch in lebenden Zellen in kurzer Zeit in hohem Maße zu einem 

Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies führen.[40] Dabei stören sie das mitochondriale Memb-

ranpotential. Es gab keinen Hinweis auf durch GPx-4 eingeleitete Ferroptose. Allerdings 

korrelierte die zytotoxische Wirkung nicht mit der Expression von GPx-1 in der Zelllinie. 

Die zytotoxische Wirkung bestand auch in GPx-1 knock-out Zellen. Das ist ein Hinweis da-

rauf, dass die biologische Wirkung der Pentathiepine entweder nicht durch die Inhibition 

von GPx-1 hervorgerufen wird, oder die Inhibierung der GPx-1 durch das zelluläre Re-

doxsystem ausgeglichen werden kann. 

Die untersuchten Pentathiepine hemmen das Wachstum verschiedener humaner Krebszell-

linien bei Konzentrationen im einstelligen mikromolaren Bereich. Dabei nahm die Zytoto-

xizität unter hypoxischen Bedingungen ab und mit steigender Proliferationsrate der getes-

teten Zelllinie zu. Diese Ergebnisse sprechen für die Hypothese, dass die Wirkung der 

Pentathiepine in Gegenwart von Sauerstoff ausgelöst wird. Dennoch wurde dieser Effekt 

nicht für alle getesteten Pentathiepine beschrieben, was auf eine ambivalente Rolle hin-

weist.[41] 

Auch für die untersuchten Pentathiepine konnten DNA-schädigende Eigenschaften in Ge-

genwart von Thiolen an Plasmiden und in einer humanen Krebszelllinie gezeigt werden. 

Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Apoptose als programmierter Zelltod ausge-

löst wird. 

Insbesondere die Hemmung der GPx-1 sowie das Erzeugen von ROS machen es wahr-

scheinlich, dass die Beeinflussung der Redoxhomöostase der Krebszellen den Hauptwirk-

mechanismus der zytotoxischen Wirkung der Pentathiepine darstellt.  
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Zusätzlich finden sich in der Literatur weitere mögliche Wirkungen von Pentathiepinen. So 

wurde die Hemmung des Felinen Immundefizienz-Virus (feline immunodeficiency virus, FIV) 

beobachtet. Das Target des getesteten Pentathiepins stellt dabei ein nukleinsäure-

bindendes Nucleocapsid-Protein (short basic nucleic acid binding nucleocapsid protein, NCp) 

dar. Dieses weist ein Zink-Finger-Motiv auf. Die Modifikation dieses Motivs führt zu 

Inaktivierung des Virus. Der mögliche Mechanismus beruht dabei auf einer Öffnung des 

Pentathiepins und anschließender Zinkkomplexierung.[44]  

Darüber hinaus wurde berichtet, dass Pentathiepine spezifische Inhibitoren der Protein-

kinase C (PKC), der striatal-enriched protein-tyrosine phosphatase (STEP), die bei der Alzhei-

mer-Krankheit eine Rolle spielt, und der Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase 1 (TDP1) sind, 

die zur DNA-Reparatur bei verschiedenen Krebserkrankungen und neurodegenerativen 

Störungen beitragen.[45, 46]  

1.3 Regulation des Redoxstatus in Zellen und mögliche Beeinflussung 
durch Pentathiepine 

Zellen mit aerobem Stoffwechsel nutzen Sauerstoff als Elektronenakzeptor am Ende vorge-

lagerter energieerzeugender Prozesse. Dessen Reduktion findet durch die Oxidoreduktase 

Cytochrom-C-Oxidase, dem Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette, statt. Neben 

der Bildung energiereicher Produkte wie ATP und Nebenprodukten wie CO2 kommt es bei 

diesen Reaktionen zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, welche das Superoxi-

danion (O2•−), Wasserstoffperoxid (H2O2) sowie das Hydroxylradikal (OH•) umfassen. 

Diese reaktiven Spezies besitzen neben ihren toxischen Eigenschaften essentielle biologi-

sche Funktionen. Durch direkte Reaktion und Modulation von an Signaltransduktion be-

teiligten Proteinen, Transkriptionsfaktoren und Genen kommt ihnen eine große Bedeutung 

in der intrazellulären Kommunikation zu. Sie beeinflussen das Zellwachstum, die Zelldif-

ferenzierung und dienen dazu, Noxen zu beseitigen (zum Beispiel in Peroxisomen). Ande-

rerseits sind sie in der Lage, Zellkompartimente durch radikalische Reaktionen zu schädi-

gen. Mögliche schädigende Reaktionen sind beispielsweise die Peroxidbildung an 

Membranlipiden und Adduktbildung an der Nukleobase Guanin. Ersteres kann zu einge-

schränkter Integrität der membranösen Zellstrukturen führen, Letzteres ist in der Lage, 

Mutationen der DNA auszulösen.  

Die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies ist ein physiologischer Vorgang und nicht ex-

klusiv der Zellatmung zuzuschreiben. Auch während der Arachidonsäureoxidation durch 

die 5-Lipoxygenase von Arachidonsäure zu 5-Hydroperoxyeicosatetraensäure entstehen in 
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einem ersten Schritt Superoxidanionen als Nebenprodukt.[47] Daneben bestehen auch Pro-

zesse, bei denen die reaktiven Spezies das Ziel sind, so wird zum Beispiel durch die in Pha-

gozytenmembranen lokalisierte NADPH-Oxidase O2•− erzeugt, um aufgenommene Mikro-

organismen oxidativ zu verdauen.[47, 48] Weitere Quellen reaktiver Sauerstoffspezies sind 

unter anderem einige Cytochrom-P450-Isoformen (2E1, 3A4), Xanthin-Oxidasen sowie per-

oxisomale Oxidasen. Exogene Quellen für reaktive Sauerstoffspezies sind unter anderem 

ionisierende Strahlung, UV-Strahlung, Infektionen und Tabakrauch.[48]  

Die Entstehung dieser Radikale und reaktiven Verbindungen ist somit ein stetiger, physio-

logischer Prozess. Erhöhte ROS-Konzentrationen sind mit chronischen Entzündungen so-

wie Apoptose, aber auch mit der Auslösung von Krebs assoziiert.[49] Aufgrund der Reakti-

vität ist eine strenge Regulierung der Vorkommen nötig. Dafür existieren verschiedene 

enzymatische und nicht-enzymatische zelluläre Mechanismen, die sich teilweise über-

schneiden.  

Es können folgende nicht-enzymatischen Prozesse beschrieben werden: In saurer Umge-

bung können zwei Superoxidanionen zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid disproportio-

nieren (Formel (1—8), Seite 7). Wasserstoffperoxid kann anschließend enzymatisch umge-

setzt werden. Die Komplexierung von Metallionen an Transportproteine, wie zum Beispiel 

Ferritin und Transferrin, dient zur Verhinderung von metallkatalysierten radikalischen 

Kettenreaktionen. Des Weiteren stehen niedermolekulare Substanzen als Redoxpartner zur 

Verfügung. So sind Ascorbinsäure und Glutathion im Cytosol und α-Tocopherol in memb-

ranösen Kompartimenten in der Lage, radikalische Kettenreaktionen zu unterbrechen. 

GSH stellt dabei das physiologisch bedeutendste, niedermolekulare System zur ROS-Regu-

lierung dar.  

Die Regulierung reaktiver Sauerstoffspezies findet jedoch hauptsächlich enzymatisch 

durch vier Enzyme statt. Die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert die Disproportionie-

rung des Superoxidanions zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff: 

Die Oxidoreduktase Katalase setzt zwei Moleküle Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und 

Wasser um: 

2O2
•− + 2H+

SOD
→  H2O2 + O2 (1—11) 

2H2O2
CAT
→  O2 + 2H2O (1—12) 
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Die Glutathionperoxidase ergänzt die enzymatische Regulation reaktiver Sauerstoffspezies 

durch die Fähigkeit, zusätzlich organische Peroxide zu Alkoholen umzusetzen. Thioredo-

xine (Trx) fungieren enzymatisch als Oxidoreduktasen. Sie sind etwa 100 Aminosäuren 

große Proteine mit Disulfidbrücken im aktiven Zentrum. Thioredoxinreduktasen aktivie-

ren Thioredoxine zu ihren korrespondierenden Thiolen, welche anschließend in der Lage 

sind ihrerseits Substrate zu reduzieren: 

 

Abbildung 8: Katalysezyklus der Thioredoxinreduktase. Die Thioredoxinreduktase  reduziert unter Ver-
brauch von NADPH+H+ die in Thioredoxinen enthaltenen Disulfide zu freien Thiolen. Diese 
stehen anschließend wieder reduktiv zur Verfügung, um beispielsweise Disulfide in Protei-
nen zu reduzieren.[50] TrxR1, human[51, 52], 2ZZ0 

Die Beeinflussung der Redox-Homöostase ist Gegenstand aktueller Forschung. Das Erzeu-

gen reaktiver Sauerstoffspezies in Krebszellen wird als ein Weg angesehen, die Zelle zu 

schädigen, Apoptose auszulösen und das Tumorwachstum zu begrenzen.[48, 53] Dabei be-

steht einerseits die Möglichkeit, die Bildung von ROS durch sogenannte redox cycler zu ver-

stärken. Das Antikrebstherapeutikum Doxorubicin beispielsweise reagiert mit Flavoprote-

inen in Gegenwart von reduziertem Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

(NADPH) unter der Bildung von Superoxid zum Semichinonradikal.[54] Dadurch angesto-

ßene, weitere Prozesse führen zu einer vermehrten Eisenaufnahme in die Zelle, was im 

weiteren Verlauf zusätzliche Radikalbildungen im Sinne der Formel (1—10) hervorruft.[55] 

Die verstärkte Bildung von ROS erklärt im Fall der Anthracycline sowohl die zytostatische 

Wirkung, als auch die starken Nebenwirkungen.  

Zusätzlich besteht die Möglichkeit, in das ROS-regulierende System einzugreifen. DL-But-

hionin-(S,R)-sulfoximin (BSO) verringert als Inhibitor der -Glutamylcysteinsynthetase die 

Biosynthese von Glutathion und führt deshalb zu höheren ROS-Belastungen.[56] Eine Hem-

mung der TrxR, der SOD und anderer antioxidativer Enzyme erzeugt auf ähnliche Weise 

höhere ROS-Belastungen, was in der Krebstherapie von Nutzen sein könnte.[48] 
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Im Folgenden wird spezifisch auf die Inhibierung der Glutathionperoxidase und die Folgen 

für die intrazelluläre ROS-Entwicklung sowie Resistenz- und Wirkbeeinflussung von Zy-

tostatika eingegangen.  

1.3.1 Glutathionperoxidasen 

Die Beeinflussung des Metabolismus reaktiver Sauerstoffspezies ist aus mehreren Gründen 

für die Entwicklung neuer Zytostatika interessant und relevant. Da Krebszellen häufig ei-

nen bereits hohen Spiegel an ROS aufweisen, sind sie eher anfällig für eine weitere Erhö-

hung der intrazellulären ROS-Konzentration und dem Erzeugen von oxidativen Stress, 

weisen aber auch mögliche Resistenzen gegen bestehende Zytostatika auf.[57] Für Gluta-

thionperoxidasen als Bestandteil der Redoxhomöostase konnte gezeigt werden, dass ein 

erhöhter Gehalt in einigen Krebszelllinien oxidativen Stress verhindert und an der Resis-

tenzbildung gegen Zytostatika beteiligt ist. Deshalb kann eine Hemmung der GPx zur Ab-

schwächung der Resistenz gegen zum Beispiel Cisplatin, Etoposid, Methotrexat und Borte-

zomib beitragen.[58]  

Bei Glutathionperoxidasen handelt es sich um ubiquitär vorkommende Peroxidasen, die in 

mindestens acht Isoformen existieren. Dabei unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer histo-

logischen und zytologischen Lokalisation, der Präferenz zu Substraten sowie dem Vorhan-

densein eines Selenocysteinrestes (Sec, U) im aktiven Zentrum.  

1.3.1.1 Isoformen der Glutathionperoxidase 

Es existieren acht bekannte Isoformen der Glutathionperoxidase (GPx-1–8). Dabei enthal-

ten die Isoformen 1–4 sowie 6 in Säugetieren ein Selenocystein im aktiven Zentrum. Zudem 

stellen GPx-1–4 die wichtigsten Isoformen dar, was in den folgenden Absätzen näher er-

läutert wird.  

GPx-1 wurde bereits in den 1950er Jahren als antioxidatives, Hämoglobin-protektives En-

zym entdeckt und isoliert.[59] Es ist die am häufigsten auftretende Isoform und kommt in 

nahezu allen Geweben mit Ausnahme der Milz, der Herz- sowie Skelettmuskulatur und 

der Plazenta vor. Sie ist hauptsächlich zytosolisch lokalisiert, liegt aber auch in Mitochond-

rien, Peroxisomen und Zellkernen vor. GPx-1 ist ein Homotetramer. Trotz der umfassenden 

Verteilung sind GPx-1 knock-out Mäuse überlebensfähig, was auf eine Kompensationsmög-

lichkeit des Organismus hindeutet.  
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GPx-2 ist hauptsächlich im Gastrointestinaltrakt lokalisiert und wird mit dem Schutz vor 

während der Verdauung entstehenden ROS in Verbindung gebracht.  

GPx-3 wird extrazellulär sezerniert und liegt glykosyliert vor. Die Umsatzrate ist deutlich 

langsamer, als die der GPx-1.[60] 

GPx-4 liegt als Monomer in membranösen Zellkompartimenten vor und hat die Möglich-

keit Lipidperoxide zu reduzieren. Eine induzierte Überexpression verhindert die Auslö-

sung von Ferroptose. GPx-4 knock-out Mäuse sind nicht überlebensfähig und versterben be-

reits während der Embryogenese.[61]  

Die Unterschiede in der Selektivität hinsichtlich der Peroxide, insbesondere zwischen GPx-

1 und GPx-4, macht ein tieferes Verständnis der Möglichkeiten der Beeinflussung interes-

sant.  

1.3.1.2 Katalytischer Zyklus der Glutathionperoxidase 

Glutathionperoxidasen arbeiten nach dem Prinzip der Reduktion von Peroxiden zu Wasser 

wobei die Gegenreaktion die Oxidation von zwei Äquivalenten GSH zu einem Äquivalent 

Glutathiondisulfid (GSSG) darstellt (Abbildung 9).  

 

Abbildung 9:  Katalysezyklus der Glutathionperoxidasen GPx-1, bovin[62, 63] 1GP1; GR, human[64, 65] 2GRT  

Unter physiologischen Bedingungen liegt das Selenocystein im katalytischen Zentrum 

deprotoniert als Selenolat vor. Nach Oxidation durch ein entsprechendes Peroxid zur Sele-

nensäure wird die Wiederherstellung des Ausgangzustandes durch die Reaktion des Selens 

mit einem Äquivalent GSH unter Abspaltung von Wasser eingeleitet. In einem zweiten 

Schritt führt ein zweites Äquivalent GSH im katalytischen Zentrum unter Bildung eines 
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Äquivalents GSSG zur Wiederherstellung des Ausgangszustandes durch Reduktion des 

Selens. GSSG wird im Anschluss durch die Glutathionreduktase (GR) unter Verbrauch von 

einem Reduktionsäquivalent NADPH zu Glutathion recycelt. Die geschwindigkeitsbestim-

mende Reaktion ist dabei die Restauration des katalytischen Zentrums der GPx. Daraus 

ergibt sich eine Besonderheit im Reaktionsmechanismus. Da die Substrate nicht gleichzeitig 

am katalytischen Zentrum vorliegen, handelt es sich um eine Sonderform der Mehrsub-

stratreaktion, einem „ping-pong“ Mechanismus, bei dem die Regeneration des Enzyms 

langsamer abläuft, als die eigentliche Katalyse.[66] Die besondere Stellung der GPx bei der 

Aufrechterhaltung eines ausgeglichenen Redoxstatus wird dadurch unterstrichen, dass die 

rechnerische Maximalgeschwindigkeit als unendlich angegeben werden kann und die ma-

ximale Umsatzrate lediglich von der Enzymkonzentration abhängig ist.[67] 

1.3.1.3 GPx in der Krebstherapie 

Die Rolle der GPx in der Krebstherapie ist ambivalent. Einerseits schützen hohe GPx-Kon-

zentrationen theoretisch vor schädlichen Einflüssen durch reaktive Sauerstoffspezies, wel-

che zu Malignität führen können (siehe oben), andererseits weisen Krebszellen häufig eine 

hohe Expression von antioxidativen Enzymen auf, was sie wiederum selbst schützt. Diese 

ambivalente Rolle kann ausgenutzt werden, indem die individuellen Eigenschaften der 

Krebszellen adäquat adressiert werden. Ein aktuelles Review von ZHAO et al. 2022[68] stellt 

einen Zusammenhang zwischen erniedrigtem GPx-Level und Tumorentstehung her, zeigt 

aber auch, dass verschiedene Krebszelllinien GPx-1 sowohl unter, als auch überexprimie-

ren. Dabei ist kein Zusammenhang sicher nachweisbar. 

Eine erhöhte Expression von GPx-1 kann mit Resistenzen gegen Zytostatika wie Cisplatin 

und Doxorubicin assoziiert sein, die sich teilweise durch Inhibition der GPx-1 überwinden 

lassen.[58] Somit stellt insbesondere das Überwinden von Resistenzen ein interessantes Ar-

beitsfeld in Bezug auf die Inhibierung von GPx-1 dar. 

1.3.2 Pentathiepine und ihre Wirkung auf die Redoxhomöostase 

Da Pentathiepine in der Lage sind, sowohl ROS zu produzieren, als auch GPx-1 zu inhibie-

ren, wurde folgendes Schema zum Wirkmechanismus der Pentathiepine erstellt: 
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Abbildung 10: Postulierter Wirkmechanismus der Pentathiepine in Zellen. Die Reaktion mit Glutathion er-
zeugt über Zwischenschritte reaktive Sauerstoffspezies, die nachfolgend zu Schäden der 
DNA führen. Eine Hemmung der GPx ist unter Umständen zusätzlich an der Wirkung betei-
ligt. Modifiziert nach BEHNISCH-CORNWELL et al. 2020[42]  

Die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies durch Pentathiepine ist zweifelsohne nachge-

wiesen. Ob eine Hemmung der Glutathionperoxidase in lebenden Zellen an der Wirkung 

beteiligt ist, konnte bisher nicht abschließend geklärt werden.  

1.4 Liposomen: partikuläre Arzneistoffträger 

1.4.1 Einleitung zu Liposomen 

Liposomen werden in der Pharmazie als Arzneistoffträger und zum drug targeting im Rah-

men der „Nanomedizin“ eingesetzt. Es handelt sich bei Liposomen um artifizielle, sphäri‐

sche Spezies, die sich durch eine (unilamellar) oder mehrere (multilamellar) konzentrische,  

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung eines amphipatischen Phospholipids sowie eines unilamellaren 
Liposoms. Beim gezeigten Phospholipid handelt es sich um Dilaurylphosphocholin   

4–5 nm dicke Lipid-Doppelschichten auszeichnen. Dabei trennen die Lipid-Doppelschich-

ten eine wässrige, innere Phase von einer wässrigen, äußeren Phase. Die Membran wird 

durch spontane Anordnung amphipatischer Phospholipide gebildet. Abbildung 11 stellt 
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schematisch den Aufbau eines unilamellaren Liposoms dar. Aufgrund der Membranbil-

dung ist es möglich, hydrophile Stoffe im Inneren des Liposoms zu verkapseln. Lipophile 

Stoffe können sich hingegen in der Membran einlagern. 

Kommerziell finden Liposomen in Kosmetika und als Träger von Arzneistoffen Anwen-

dung. In der Forschung dienen sie als Modell für Zellmembranen. Seit Mitte der 1960er 

Jahre wird auf dem Gebiet geforscht, welches bis heute eine Reihe zugelassener liposomaler 

Arzneimittel unterschiedlicher Administrationsrouten hervorgebracht hat, wobei Doxil® 

als PEGyliertes Nanoliposom das erste von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) 

zugelassene nano drug mit der Indikation AIDS-related Kaposi’s sarcoma war.[69] Hauptsäch-

lich zur intravenösen Verabreichung entwickelt, gibt es jedoch auch Beispiele für epidurale, 

intrathekale und intramuskuläre Applikation sowie für Inhalation oder lokale Infiltration 

liposomaler Zubereitungen. Oft für die Behandlung von Krebs eingesetzt (z.B. Doxorubi-

cin, Daunorubicin, Cytarabin, Vincristin) gibt es jedoch auch antibiotische (Amikacin), im-

munologische (Shingrix®, Comirnaty®) oder antinozizeptive (Morphin, Bupivacain) Indi-

kationen für die Anwendung liposomaler Arzneiformen.[70] 

Eine Klassifizierung der Liposomen erfolgt hauptsächlich nach ihrer Größe und der Anzahl 

der Membranen: 

Tabelle 1: Einteilung der Liposomen nach Größe und Lamellarität. small unilamellar vesicles (SUV), large 
unilamellar vesicle (LUV), giant unilamellar vesicle (GUV), oligolamellar vesicle (OLV), multilamel-
lar vesicles (MLV), multivesicular liposomes (MVL)[70] 

Für die Verwendung als Arzneistoffträger haben sich die small unilamellar vesicles (SUV) als 

am geeignetsten herausgestellt. Sie weisen die geringsten Probleme hinsichtlich Toxizität 

und Verteilung im Zielorgan auf. Insbesondere die Ausnutzung großer, fenestrierter Kapil-

laren mit porösen Kapillargewebe (>100 nm) in gut durchbluteten Geweben, insbesondere 

Tumorgeweben, und der relativ langen Zirkulationszeiten stehen im Vordergrund.  

Generell erwartet man von Liposomen eine erhöhte Therapie-Effektivität durch Verlänge-

rung der Plasmahalbwertszeit des verarbeiteten Arzneistoffes, eine erhöhte Stabilität der 

Kategorie Größe Lamellarität 

SUV 20–100 nm einfach 
LUV >100 nm einfach 
GUV >1–100 µM einfach 
OLV 100–1000 nm 2–5 
MLV >500 nm >5 
MVL >1 µM verschachtelt 
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eingeschlossenen Substanzen gegenüber externen Einflüssen, die Möglichkeit der gesteu-

erten Freisetzung der eingeschlossenen Arzneistoffe und somit weniger systemische Ne-

benwirkungen, eine Vergrößerung des therapeutischen Fensters und somit verbesserte the-

rapeutische Eigenschaften.  

Die Art und Zusammensetzung der Lipide, der Zusatz von Modifiern wie Cholesterol so-

wie die Veränderung der Liposomenoberfläche beeinflussen die biophysikalischen und 

thermodynamischen Eigenschaften der Vesikel. Insbesondere die Fluidität der Liposomen-

membran kann durch die Auswahl unterschiedlicher Lipide beeinflusst werden. Beschrie-

ben wird diese Eigenschaft durch die Phasenübergangstemperatur Tc der verschiedenen 

Phospholipide. In Tabelle 2 sind geläufige Lipide mit ihren korrespondierenden Phasen-

übergangstemperaturen aufgelistet. Ist die Tc der Lipidmembran unterschritten, liegt die 

Doppelmembran im sogenannten gel state vor. In diesem Zustand hoher Ordnung und ge-

ringer Fluidität ist die Diffusion hydrophiler Stoffe durch die Membran sehr gering. 

Tabelle 2: Phasenübergangstemperaturen gängiger Phospholipide. Temperaturen aus AVANTI POLAR LIPIDS 
2023[71] 

Oberhalb der Phasenübergangstemperatur erreicht die Doppelmembran einen sogenann-

ten liquid crystalline state, in dem die Fluidität der Doppelmembran deutlich erhöht, die Dif-

fusion hydrophiler Stoffe durch die Membran leicht möglich und sogar das Eindringen von 

Wasser in die Doppelmembran wahrscheinlich ist. Generell hängt die Phasenübergangs-

temperatur mit dem Aufbau des Phospholipids zusammen. Sie sinkt mit abnehmender Ket-

tenlänge, mit steigender Anzahl von Doppelbindungen in den Fettsäureresten, mit zuneh-

mender Größe der polaren Gruppe und mit steigendem Verzweigungsgrad der 

Fettsäurereste.  

Das ist einerseits bei der Herstellung zu beachten – die Herstellung der Liposomen sollte 

immer 10 K oberhalb der Phasenübergangstemperatur erfolgen – andererseits wird sich 

diese Eigenschaft hinsichtlich der gezielten Freisetzung bei der Entwicklung thermosensi-

tiver Liposomen zunutze gemacht. Dabei werden Lipidzusammensetzungen gewählt, die 

eine Phasenübergangstemperatur knapp oberhalb der physiologischen humanen Körper-

Bezeichnung Abkürzung Phasenübergangstemperatur 

Distearoyl-Phosphocholin DSPC 55 °C 
Dipalmitoyl-Phosphocholin DPPC 41 °C 
Dimyristoyl-Phosphocholin DMPC 24 °C 
Dilauroyl-Phosphocholin DLPC −2 °C 
Dioleoyl-Phosphocholin DOPC −17 °C 
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temperatur von 37 °C aufweisen. In erwärmten Geweben wird die Phasenübergangstem-

peratur überschritten und der wasserlösliche Arzneistoff schnell aus den Liposomen frei-

gesetzt. Die Temperaturerhöhung am Zielort ist entweder physiologisch, zum Beispiel 

durch entzündetes Gewebe, oder künstlich, im Rahmen der Therapie, herbeizuführen. Ge-

nannt sei hier die Bestrahlung von Tumorgewebe. Von der spontanen Freisetzung betroffen 

sind insbesondere wasserlösliche Substanzen. Lipophile, in der Membran des Liposomen 

angereicherte Substanzen verbleiben auch oberhalb der Phasenübergangstemperatur auf-

grund des Verteilungsgleichgewichtes zwischen wässriger und lipophiler Phase bevorzugt 

in der Membran.[72-75] 

Die in Tabelle 2 aufgeführten Phospholipide sind aufgrund des Phosphatidylcholinrestes 

ausnahmslos nach außen ungeladen, die Liposomen bestehend aus diesen Phospholipiden 

weisen eine neutrale Gesamtladung auf. Durch Verwendung geladener Phospholipide, wie 

zum Beispiel 1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propan (DOTAP, kationisch) oder 1,2-

Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-Serin (DOPS, anionisch) entstehen nach außen hin gela-

dene Liposomen. Dies führt zu einer Abstoßung gleichförmig geladener Teilchen, was die 

die Stabilität der Formulierung[76] sowie des eingeschlossenen Arzneistoffes[77] erhöhen 

kann, jedoch toxikologische Untersuchungen notwendig macht.[78] Da Säugetierzellmemb-

ranen eine negative Gesamtladung aufweisen, beeinflusst die Ladung der Liposomen 

ebenso deren mögliche Absorption.[79] Zur Charakterisierung der Gesamtladung der Lipo-

somen wird das Zetapotential genutzt. Es beschreibt die Potentialdifferenz zwischen der 

Partikeloberfläche und der Scherschicht des bewegten Partikels. Es ermöglicht die Ein-

schätzung der in der Formulierung vorherrschenden Abstoßungs- und Adsorptionskräfte. 

Erhalten werden Spannungen im mV-Bereich, welche in gewissem Maße Vorhersagen über 

die Stabilität der nanopartikulären Dispersion ermöglichen. Werte zwischen −30 mV und 

+30 mV weisen auf eine relative Instabilität hin, größere oder kleinere Werte weisen auf eine 

höhere Lagerstabilität hin.[80, 81] 

Besondere Aufmerksamkeit erlangten Liposomen wegen der Möglichkeit, Zielkomparti-

mente direkt zu adressieren – sogenanntes drug targeting. Passives targeting erfolgt dabei 

über den bereits erwähnten enhanced permeability and retention (EPR) Effekt an diskontinu-

ierlichen Gefäßepithelien. Aktives targeting kann über Ligand/Rezeptor-Interaktionen ge-

steuert werden. Tumorzellen exprimieren an ihrer Oberfläche bestimmte Rezeptoren in be-

sonderem Maße: beispielsweise vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR), epidermal 

growth factor receptor (EGFR), Folsäurerezeptoren, Integrine, CD44, CD13 und prostataspe-
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zifische Antigene (PSA). Mit entsprechenden Liganden dieser Rezeptoren ausgestattete Li-

posomen können somit spezifisch gesteuert werden. In Frage kommen zum Beispiel Anti-

körper, Nukleinsäuren, Proteine, Peptide, niedermolekulare Verbindungen, Carbohydrate 

etc.[70] 

Oberflächenmodifikationen werden auch zur Stabilitätsverbesserung von Liposomen ver-

wendet. So erschwert  die Verwendung PEGylierter Lipide durch sterische Hinderung die 

Konfluenz kleiner Partikel zu großen Partikeln. Beispiele dafür sind Doxil®, Comirnaty® 

und Onivyde® (Irinotecan). PEGylierung erhöht die Zirkulationszeit nach intravenöser 

Applikation und vergrößert das passive targeting mittels EPR-Effekt.  

1.4.2 Herstellung von Liposomen 

Liposomen bilden sich selbsttätig durch thermodynamisch gesteuerte Anordnung der 

Phospholipide während einer fortlaufenden Hydratation. Dabei richten sich die polaren 

Kopfgruppen der Phospholipide zur wässrigen Phase aus, während die lipophilen Fettsäu-

rereste selbst eine lipophile Phase bilden. Hierbei entstehen Liposomen unterschiedlicher 

Größe und Lamellarität. Nachgelagerte Uniformierungs-, Reinigungs- und Beladungspro-

zesse führen zu den gewünschten Formulierungen. 

1.4.2.1 Filmmethode 

Eine Lösung der Lipide in organischem Lösungsmittel, meist Chloroform, Methanol oder 

eine Mischung aus beiden, wird im Teilvakuum unter Beachtung der Phasenübergangs-

temperatur eingeengt und das Lösungsmittel entfernt.  

Anschließend wird durch Zugabe der wässrigen Phase, beispielsweise Puffer oder Wasser 

mit eingestellter Ionenstärke, die Bildung von Liposomen ausgelöst. Dabei entstehen in der 

Regel MLV, welche noch uniformiert werden müssen.  

Eine Möglichkeit der Herstellung von SUV besteht darin, die mittels Filmmethode erzeug-

ten MLV mehrfach unter hohem Druck durch eine Membran entsprechender Porengröße 

(z.B. 100 nm) zu extrudieren, wobei durch mechanische Einflüsse SUV gebildet werden. Der 

Verlust an Lipiden und gegebenenfalls Arzneistoff ist bei dieser Methode relativ groß.  

Eine weitere Möglichkeit besteht in der Anwendung von Ultraschall auf die Dispersion der 

MLV. Ultraschall zerstört multilamellare Strukturen und erzeugt SUV. Insbesondere bei 

Verwendung von ungesättigten Fettsäuren sollte diese Methode zur Verhinderung von Li-

pidoxidation unter Stickstoff ausgeführt werden.[81]  
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Aufgrund der großen Anzahl anpassbarer Parameter während des Herstellungsprozesses, 

stellt die Filmmethode insbesondere zu Forschungszwecken einen geeigneten Weg zur 

Herstellung von Liposomen mit bestimmten Eigenschaften dar und wurde in dieser Arbeit 

zur Produktion der untersuchten Liposomen verwendet. 

1.4.2.2 Hochdruckhomogenisation / Mikrofluidisierung 

Durch mehrfaches Pumpen einer Phospholipiddispersion unter hohem Druck durch eine 

Interaktionskammer, werden MLV durch Mikrokavitation, Scher- und Stoßkräfte zu SUV 

verarbeitet. Diese Methode bietet insbesondere die Möglichkeit große Volumina kontinu-

ierlich und reproduzierbar herzustellen und verringert im Vergleich zur Filmmethode die 

Exposition der verwendeten Bestandteile gegenüber externen Einflüssen deutlich.[81] 

1.4.2.3 Lösungsmittelinjektion 

Die Lipide werden in einem organischen Lösungsmittel gelöst und in einen großen Über-

schuss einer wässrigen Phase injiziert. In Abhängigkeit des gewählten Lösungsmittels (Sie-

depunkt), des angelegten (Unter)drucks, der Temperatur und der Injektionsgeschwindig-

keit werden unilamellare Liposomen im Bereich von 80–300 nm erhalten. Diese Methode 

benötigt keine weitere Behandlung wie Extrusion oder Ultraschallunifomierung. Im An-

schluss muss jedoch meist ein Reinigungsschritt durchgeführt werden, um das verwendete 

Lösungsmittel zu entfernen.[70] 

1.4.2.4 Emulsifikationsmethode 

Bei dieser Methode wird zunächst eine Emulsion unter Zuhilfenahme von Detergenzien 

hergestellt. Die Konzentration und Auswahl des Detergens beeinflusst die Teilchengröße 

und Teilchengrößenverteilung. Im Anschluss wird das Detergens mittels Dialyse entfernt.  

1.4.3 Beladung von Liposomen 

Generell kann die Beladung von Liposomen aktiv oder passiv erfolgen. Der passive Ansatz 

basiert auf dem Einschluss der Substanz während des Bildungsprozesses des Liposomens. 

Dabei wird die Substanz in der Regel in einem organischen Lösungsmittel gelöst und zu-

sammen mit den gelösten Lipiden verarbeitet. Mit optimierten Parametern können dabei 

hohe Beladungseffektivitäten erreicht werden.  



ZIELSTELLUNG 

 

21 

 

Die aktive Beladung zeichnet sich dadurch aus, dass zunächst die Liposomen produziert 

werden. In einem sich der Herstellung anschließenden Schritt werden die Arzneistoffe ein-

geführt. Das kann zum Beispiel durch pH-Gradienten (Doxil®) oder Ionengradienten (Oni-

vyde®) erfolgen. Dabei diffundiert der Arzneistoff aus dem umgebenden wässrigen Me-

dium ins Innere des Liposoms. Eine weitere Möglichkeit ist die Anwendung von 

Ultraschall oder die kovalente Bindung von Arzneistoffen an Phospholipide, welche dann 

zu Liposomen verarbeitet werden.[70] 

1.4.4 Charakterisierung von Liposomen 

Die wichtigsten Parameter zur Beurteilung der liposomalen Formulierung sind die mittlere 

Größe (hydrodynamischer Durchmesser) sowie die Größenverteilung (Polydispersitätsin-

dex) der Liposomen. Sie geben Aufschluss über die Qualität und Reproduzierbarkeit der 

Herstellungsmethode sowie über die Stabilität der Formulierung (Veränderung über die 

Zeit). Das Zeta-Potential gibt Auskunft über die Gesamtladung der Teilchen und erlaubt 

Rückschlüsse auf die Stabilität sowie die biophysikalischen Eigenschaften der Liposomen. 

Aus der eingesetzten Menge Substanz und den erzielten Konzentrationen in der finalen 

Dispersion lassen sich ebenfalls Rückschlüsse auf den Herstellungsprozess ziehen. Anhand 

dieser Parameter wird die Herstellungsmethode beurteilt und gegebenenfalls angepasst.  

1.5 Zielstellung 

Pentathiepine wurden als Substanzklasse mit vielfältigen biologischen Eigenschaften iden-

tifiziert. Es wurden multiple Effekte beschrieben, die wahrscheinlich auf die Aktivierung 

durch Thiole, hauptsächlich Glutathion, zurückzuführen sind: die Fragmentierung von 

DNA und die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies. Gleichzeitig wurde in weiteren Ex-

perimenten herausgefunden, dass Pentathiepine als Feststoff stabil sind, jedoch in Lösung 

und insbesondere in Gegenwart von Basen und Nukleophilen wie Thiolen relativ schnell 

angegriffen und abgebaut werden. Daraus ergaben sich mehrere Forschungsfragen, die in 

dieser Arbeit bearbeitet werden sollten. 

Zum einen sollte herausgefunden werden, ob es sich bei der Hemmung der Glutathionper-

oxidase um eine irreversible Hemmung handelt, wie es für Mercaptobernsteinsäure be-

schrieben ist. Gleichzeitig sollte betrachtet werden, ob für die Hemmung der bovinen 

Glutathionperoxidase der Pentathiepinring in intakter Form nötig ist, oder ob eventuelle 
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Abbauprodukte in Gegenwart von Thiolen zur Hemmung führen. Dafür sollten verschie-

dene Experimente an der GPx-1 mit unterschiedlichen Inkubationsbedingungen, sowie mit 

in-situ erzeugten Abbauprodukten erfolgen.  

Zum anderen ergab sich aus der Beobachtung, dass Pentathiepine unterschiedliche Reakti-

vität gegenüber Glutathion zeigen, die Fragestellung inwieweit diese Reaktivität die biolo-

gischen Wirkungen beeinflusst. Dafür sollte systematisch untersucht werden, ob struktu-

relle Gründe für die unterschiedliche Reaktivität gefunden werden können. Im Vorlauf war 

es nötig, geeignete Umkehrphasen-hochleistungsflüssigkeitschromatographische (RP-

HPLC) sowie UV-Vis-spektroskopische Methoden zu etablieren, mit denen die Stabilität in 

Gegenwart von Glutathion untersucht werden konnte.  

Eine dritte Fragestellung ergab sich aus der Reaktivität der Pentathiepine gegenüber Gluta-

thion. In Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Mihaela Delcea sollte ein Mo-

dellträgersystem von Pentathiepinen mittels Liposomen entwickelt werden, welches die 

Frage beantworten sollte, ob Liposomen ein geeignetes Vehikel für den Transport von Pen-

tathiepinen darstellen. Primäre Ziele der liposomalen Formulierung sollte der Schutz des 

Pentathiepins vor Glutathion sowie die Erhöhung der Wasserlöslichkeit sein. Die Produk-

tion und Auswahl geeigneter Methoden lag dabei in Hand des Arbeitskreises von Prof. Dr. 

Mihaela Delcea. Bestandteil der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Systems 

zur Konzentrationsbestimmung sowie zur Beurteilung der Lipophilie der Pentathiepine. 

Die mit diesen Methoden erzielten Ergebnisse sollten anschließend zur Optimierung der 

Herstellungsmethode verwendet werden. Ebenfalls Bestandteil der vorliegenden Arbeit 

war die Bewertung der Stabilität des verwendeten Pentathiepins in Liposomen, die Was-

serlöslichkeit sowie die biologische Aktivität hinsichtlich der antiproliferativen Wirkung 

des liposomalen Pentathiepins.  
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2 Ergebnisse 

Der Ergebnisteil ist in fünf wesentliche Teile gegliedert. Nach Feststellung der Reinheit der 

untersuchten Pentathiepine wird zunächst auf die Beurteilung der Lipophilie der verwen-

deten Pentathiepine eingegangen. Nach den anschließenden Experimenten zur Stabilität 

der Pentathiepine in Gegenwart von GSH werden Untersuchungen an und mit der GPx-1 

aufgeführt. Zur Stabilitäts- und Löslichkeitsverbesserung wurden Liposomen als Substanz-

träger verwendet. Dafür wird die Etablierung eines analytischen Verfahrens zur Konzent-

rationsbestimmung eines Pentathiepins in Liposomen, sowie daraufhin die Veränderung 

ausgewählter Eigenschaften des Pentathiepins durch die Beladung auf Liposomen behan-

delt.  

2.1 Untersuchungen zur Reinheit der untersuchten Pentathiepine 

Bevor die untersuchten Pentathiepine für biologische Assays verwendet wurden, mussten 

sie auf ihre Reinheit geprüft werden, um durch Abbauprodukte oder zu geringen Gehalt 

verfälschte Ergebnisse zu verhindern. Zur Bestimmung der Reinheit der Pentathiepine 

wurde eine RP-HPLC-Methode ausgewählt. Die Auswertung erfolgte mittels 100 %-Flä-

chenmethode. Die unter 5.3.1 beschriebene RP-HPLC-Methode zeigte sich geeignet, die 

Pentathiepine in relativ kurzen Laufzeiten (≤10 min) zu untersuchen. Die mobile Phase 

wurde für jede Substanz dahingehend optimiert, dass die Retentionszeit tR des Analyten 

mindestens der doppelten Durchflusszeit tM des chromatographischen Systems von 

0,72 min entspricht um ausreichende Selektivität sowie Spezifität zu gewährleisten. Eine 

auf die Peakflächen bezogene Reinheit von über 95 % wurde als ausreichend angesehen. 

Alle untersuchten Pentathiepine sind in Kapitel 5.1 mit ihrer Strukturformel, der Herkunft, 

sowie zur besseren Rückverfolgbarkeit mit der entsprechenden Trivialbezeichnung gelis-

tet. Tabelle 3 beinhaltet die Ergebnisse der Reinheitsuntersuchungen.  
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Tabelle 3:  Ergebnisse der Reinheitsuntersuchungen an Pentathiepinen. Angegeben sind die Retentionszeit 

tR des Analyten, die Volumenanteile  der Komponenten der mobilen Phase in %, sowie der pro-
zentuale Flächengehalt der Analyse. Alle untersuchten Pentathiepine sind in Kapitel 5.1 auf Seite 
115 mit ihrer Strukturformel aufgelistet. Fortsetzung auf der folgenden Seite  

Pentathiepin tR / min Eluent Reinheit / % 

1 1,44 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,25 

2 4,67 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,42 

3 1,61 Acetonitril/Wasser (75/25) 100,00 

4 2,50 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,19 

5 1,59 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,80 

6 2,11 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 

7 3,97 Acetonitril/Wasser (80/20) 98,80 

8 1,47 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 

9 2,87 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 

10 1,65 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 

11 3,41 Acetonitril/Wasser (70/30) 100,00 

12 5,16 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,27 

13 4,39 Acetonitril/Wasser (70/30) 100,00 

14 2,55 Acetonitril/Wasser (60/40) 100,00 

15 1,71 Acetonitril/Wasser (50/50) 99,50 

16 3,21 Acetonitril/Wasser (80/20) 95,59 

17 2,32 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,27 

18 2,85 Acetonitril/Wasser (80/20)1 95,27 

19 3,25 Acetonitril/Wasser (80/20) 96,32 

20 2,59 Acetonitril/Wasser (80/20) 93,27 

21 3,00 Acetonitril/Wasser (80/20) 95,94 

22 4,16 Acetonitril/Wasser (80/20)1 95,18 

23 2,86 Acetonitril/Wasser (80/20) 92,72 

24 2,63 Acetonitril/Wasser (80/20) 98,39 

25 5,31 Acetonitril/Wasser (80/20)1 96,53 

26 6,45 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 

27 3,95 Acetonitril/Wasser (80/20) 37,99 

28 3,07 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,07 

29 3,82 Acetonitril/Wasser (80/20) 94,92 

30 6,21 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 

31 4,76 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 

32 5,67 Acetonitril/Phosphatpuffer pH=2 (70/30) 97,79 

33 2,13 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,77 

34 1,41 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,55 

 
1 Abweichend von der allgemeinen Vorschrift der Methode wurde eine Elution mit 1 mL min–1 ver-

wendet.  
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Tabelle 3: Fortsetzung von Seite 24: Ergebnisse der Reinheitsuntersuchungen an Pentathiepinen. Angege-

ben sind die Retentionszeit tR des Analyten, die Volumenanteile  der Komponenten der mobilen 
Phase in %, sowie der prozentuale Flächengehalt der Analyse  

Wie in Tabelle 3 ersichtlich ist, liegen fast alle Pentathiepine in der geforderten Reinheit vor. 

Lediglich die Substanzen 20, 23, sowie 27 sind nicht rein genug für eine biologische Testung 

und konnten auch durch weitere Schritte nicht aufgereinigt werden. Sie wurden daher von 

weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Pentathiepin 29 weist einen gerundeten Gehalt 

von 95 % auf und wurde unter Angabe dieser Reinheit bereits in BEHNISCH-CORNWELL et 

al. 2019[82] publiziert.    

2.2 Untersuchungen zum Verteilungskoeffizienten (log P) von Pentathie-
pinen 

Der n-Octanol-Wasser-Koeffizient P beschreibt das Verhältnis der Massen beziehungs-

weise der Konzentrationen eines Stoffes nach Verteilung zwischen einer wässrigen und ei-

ner n-Octanol-Phase. Er ist ein wichtiger Faktor zur Abschätzung der Löslichkeit und Ver-

teilung einer Substanz in physiologischen Medien und Zellen. Zur Beurteilung der 

Lipophilie der Pentathiepine sollte der log P-Wert der Pentathiepine bestimmt werden. Die 

mittels Schrödinger QikProp berechneten clog P-Werte für die Pentathiepine lagen zwi-

schen 4 und 8. 

Pentathiepin tR / min Eluent Reinheit / % 

35 1,89 Acetonitril/Wasser (80/20) 99,30 

36 1,49 Acetonitril/Wasser (75/25) 100,00 

37 1,58 Acetonitril/Wasser (80/20) 100,00 
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Abbildung 12: clog P-Werte für Pentathiepine. Die Berechnung erfolgte mittels Schrödinger QikProp 
Algorithmus2. Ersichtlich ist, dass alle errechneten Werte zwischen 4 und 8 liegen, wobei 
Pentathiepin 14 den geringsten und Pentathiepin 30 den höchsten Wert aufweist  

Zunächst wurde versucht den log P-Wert mittels shake-flask-Methode zu bestimmen. Auf-

grund der hohen erwarteten log P-Werte war eine Detektion der Pentathiepine in der wäss-

rigen Phase ohne Änderungen der Methode nicht möglich. Die shake-flask Methode wurde 

dafür zur slow-stirring-Methode modifiziert, welche den Einsatz kleiner Mengen n-Octanol 

und großer Mengen Wasser sowie anschließender Aufkonzentrierung auf einer Festphase 

vorsieht. Dieses Vorgehen soll die Emulsionsbildung zwischen n-Octanol und Wasser mi-

nimieren, welche bei hohen Verteilungskoeffizienten einen großen Einfluss auf das gemes-

sene Ergebnis hat.[83, 84] Die Experimente verliefen jedoch ergebnislos, da in der wässrigen 

Phase keine Substanz nachgewiesen werden konnte, was log P-Werten weit oberhalb von 8 

entsprochen hätte. Letztendlich erwies sich die Methode als ungeeignet, da sich die ver-

wendeten Pentathiepine sowohl an den verwendeten Teflon-Schläuchen, als auch an der 

Teflon-Oberfläche der Rührfische anlagerten:  

 
2 Berechnungen durchgeführt durch Dr. Lukas Schulig im Arbeitskreis Prof. Dr. Andreas Link, Insti-

tut für Pharmazie, Universität Greifswald 
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Abbildung 13: Gelbliche Pentathiepinanlagerung auf der eigentlich weißen Teflonoberfläche der verwen-
deten Rührfische 

Aufgrund dessen und der aus Abbildung 12 ersichtlichen sehr hohen clog P-Werte, wurde 

eine RP-HPLC-Methode zur Abschätzung des Verteilungskoeffizienten durch die Bestim-

mung der Kapazitätsfaktoren k‘ der Pentathiepine verwendet (siehe Kapitel 5.3.2). Die Er-

gebnisse sind im Folgenden beschrieben.  

2.2.1 Bestimmung unter Verwendung einer sphärischen RP-HPLC-Säule 

Die ersten Versuche wurden mit der Säule MN EC 150/4.6 Nucleosil 100-5 C18 HD vorge-

nommen. Dabei handelt es sich um eine endcapped RP-18-Säule hoher Lipophilie. Mittels 

dieser Säule und der in Kapitel 5.3.2 aufgeführten Referenzen wurde das in Abbildung 14 

dargestellte Referenz-Chromatogramm erhalten. Aus den Retentionszeiten wurde der kor-

respondierende Kapazitätsfaktor errechnet und dessen dekadischer Logarithmus gegen die 

Literatur log P-Werte der Referenzen aufgetragen:  
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Abbildung 14: RP-HPLC-Chromatogramm der Referenzen zur log P-Wert-Abschätzung mittels sphärischer 
RP-HPLC-Säule. Methanol/Phosphatpuffer 10 mM pH = 7,4 (75/25), 1 mL min−1, MN EC 

150/4.6 Nucleosil 100-5 C18 HD, Detektion  = 254 nm. Der erste Peak entspricht Uracil als 
Totzeitmarker (tM) 

 

Abbildung 15: Kalibrierfunktion zur log P-Wert Abschätzung mittels sphärischer RP-HPLC-Säule. a = Anstieg 
der Kalibrierfunktion; b = Y-Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion 

Aus der so erhaltenen Kalibrierfunktion wurden die korrespondierenden log P-Schätz-

werte errechnet:  

Tabelle 4: Übersicht über die Ergebnisse der log P-Schätzung mit sphärischer RP-HPLC-Säule. tM = 2,33 min 

Die in Tabelle 4 dargestellten Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen zu: Pentathie-

pin 11 zeigt eine Retentionszeit größer als der höchste Standard und liegt somit außerhalb 

Substanz Retentionszeit / min Kapazitätsfaktor k‘ log10 k‘ HPLC-Verteilungskoeffizient 

14 27,77 10,92 1,04 5,24 

15 6,95 1,98 0,30 3,42 

11 48,99 20,03 1,30 > 5,7 (5,89) 

36 34,74 14,03 1,15 5,43 
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des kalibrierten Messbereiches. Somit weisen bereits Pentathiepine mit einem log P-Wert 

von etwa 6,0 sehr lange Retentionszeiten auf. Da laut Berechnungen deutlich höhere log P-

Werte erwartet wurden, musste eine Möglichkeit gefunden werden, diese in deutlich ge-

ringerer Zeit zu messen. Dafür war die Verwendung einer alternativen RP-HPLC-Säule 

notwendig, um die Pentathiepine detektieren zu können. Auch wenn die Retentionszeiten 

höher sind, als der höchste Standard und eine Berechnung nur durch Extrapolation statt-

finden kann, so ist doch die Bestimmung der Retentionszeit notwendig, um eine relative 

Aussage zum höchsten Standard zu treffen.  

2.2.2 Bestimmung unter Verwendung einer monolithischen RP-HPLC-Säule 

Mit der in Kapitel 2.2.1 verwendeten Methode sind sehr lange Retentionszeiten für hohe 

log P-Werte zu erwarten: 155 min (log P = 6), 510 min (log P = 7) bzw. 1900 min (log P = 8). Zur 

Detektion von Pentathiepine mit solch hohen log P-Werten war demnach ein System mit 

deutlich verkürzten Retentionszeiten notwendig. Die monolithische Säule Chromolith® 

SpeedRod RP18e 50-4,6 mm ermöglicht dies. Unter Verwendung der gleichen Referenzen 

wurden das Chromatogramm in Abbildung 16 sowie die daraus abgeleitete Kalibration in 

Abbildung 17 auf Seite 30 erhalten: 

 

Abbildung 16: RP-HPLC-Chromatogramm der Referenzen zur log P-Wert Abschätzung mittels monolithi-
scher RP-HPLC-Säule. Methanol/Phosphatpuffer 10 mM pH = 7,4 (75/25), 1,5 mL min−1, 

Chromolith® SpeedRod RP18e 50-4,6 mm, Detektion  = 254 nm. Der erste Peak entspricht 
Uracil als Totzeitmarker (tM) 

Aus den Retentionszeiten wurde der korrespondierende Retentionsfaktor errechnet und 

dessen Logarithmus gegen die Literatur log P-Werte der Referenzen aufgetragen. 
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Abbildung 17: Kalibrierfunktion zur log P-Wert Abschätzung mittels monolithischer RP-HPLC-Säule. a = An-
stieg der Kalibrierfunktion; b = Y-Achsenabschnitt der Kalibrierfunktion 

Abbildung 16 und Abbildung 17 zeigen, dass die Kalibration ebenfalls mit der monolithi-

schen Säule durchgeführt werden kann, wodurch die Retentionszeiten drastisch verkürzt 

sind. Diese Methode konnte nun genutzt werden, um zu überprüfen, ob die Ergebnisse mit 

der ersten Methode aus Kapitel 2.2.1 vergleichbar sind.  

Tabelle 5: Übersicht über die Ergebnisse der log P-Schätzung mit monolithischer RP-HPLC-Säule. Die rechte 
Spalte stellt die Ergebnisse mit monolithischer und sphärischer RP-HPLC-Säule gegenüber, 
tM = 2,33 min 

Tabelle 5 stellt die Werte, welche mit der monolithischen Säule erhalten wurden den Er-

gebnissen mit der sphärischen Säule gegenüber. Dabei zeigt sich, dass bei deutlich verrin-

gerten Retentionszeiten die Ergebnisse vergleichbar sind. Mit dieser Methode wurde fort-

gefahren und die in Abbildung 18 dargestellten Ergebnisse erhalten. Die mittels RP-HPLC 

bestimmten log P-Werte weichen im Mittel nach oben von den Berechnungen ab, wobei 

Werte zwischen 3,43 (15) und 7,93 (7) erhalten wurden.  

 

Pentathiepin Retentionszeit / min Kapazitätsfaktor k‘ log10 k‘ 
HPLC-Verteilungskoeffizient 

monolithisch sphärisch 

14 2,82 4,13 0,62 5,34 5,24 

15 0,96 0,75 −0,13 3,41 3,42 

11 4,24 6,71 0,83 >5,7 (5,88) >5,7 (5,89) 



UNTERSUCHUNGEN ZUM VERTEILUNGSKOEFFIZIENTEN (LOG P) VON PENTATHIEPINEN 

 

31 

 

 

Abbildung 18: Errechnete clog P und mittels RP-HPLC bestimmte log P-Werte für Pentathiepine. Die Be-
rechnung erfolgte mittels Schrödinger QuikProp Algorithmus3. Ersichtlich ist, dass alle er-
rechneten Werte (-) zwischen 4 und 8 liegen, wobei Pentathiepin 14 den geringsten (3,96) 
und Pentathiepin 30 den höchsten (7,36) Wert aufweist. Die experimentell bestimmten 
Werte (x) sind zusätzlich aufgetragen 

2.2.3 Quantifizierung des Einflusses des Pentathiepinrings auf den Verteilungskoeffi-

zienten 

Um den Einfluss des Pentathiepinrings allein auf den Verteilungskoeffizienten der unter-

suchten Pentathiepine isoliert quantifizieren zu können, wurde ein Analogon benötigt, wel-

ches kein Pentathiepin besitzt. Es bot sich aufgrund der Verfügbarkeit des für die Synthese 

von 25 genutzten Eduktes an, den Versuch mit Pentathiepin 25 durchzuführen. 

Abbildung 19: Erhöhung der Lipophilie um mehrere Größenordnungen durch Anellierung eines Pentathie-
pinrings 

Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt, dass die Lipophilie von 25E durch Anellierung 

des Pentathiepinrings zu Pentathiepin 25 um mehr als drei Größenordnungen zunimmt.  

 
3 Berechnungen durchgeführt durch Dr. Lukas Schulig im Arbeitskreis Prof. Dr. Andreas Link, Insti-

tut für Pharmazie, Universität Greifswald 

 

 

 

25E, log10 PO/W 7,4 (HPLC) = 3,93  25, log10 PO/W 7,4  (HPLC) = 7,32 

Lipophilie 
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2.2.4 Zusammenfassung der Untersuchungen zum Verteilungskoeffizienten 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es mithilfe einer monolithischen Säule möglich 

war, die log P-Werte der Pentathiepine bei pH = 7,4 mittels RP-HPLC abzuschätzen. Die be-

stimmten Werte liegen in einem Bereich von etwa 4 bis 8 und unterscheiden sich damit 

innerhalb der Pentathiepine um mehrere Größenordnungen. Die am Computer berechne-

ten Werte clog P weisen für fast alle Pentathiepine eine Abweichung nach unten auf, was 

dafür spricht, dass der verwendete Algorithmus den Einfluss des Pentathiepinrings unter-

schätzt. Die errechneten und bestimmten Werte sind in der folgenden Tabelle 6 numerisch 

dargestellt. 

Tabelle 6: Übersicht berechneter (clog P) und chromatographisch bestimmter log P-Werte 

Struktur clog Po/w log  Po/w 7.4 HPLC 

1 4,98 5,22 

6 5,52 >5,7 (6,76) 

7 6,23 >5,7 (8,03) 

8 5,50 >5,7 (5,98) 

9 6,25 >5,7 (6,89) 

10 5,72 >5,7 (6,31) 

11 5,77 >5,7 (5,88) 

12 7,04 >5,7 (7,93) 

13 4,98 >5,7 (6,53) 

14 3,96 5,25 

15 3,98 3,43 

16 6,38 >5,7 (6,95) 

17 6,75 >5,7 (6,54) 

20 5,49 >5,7 (6,62) 

21 6,14 >5,7 (6,93) 

24 5,78 >5,7 (6,70) 

25 6,05 >5,7 (7,32) 

29 6,25 >5,7 (7,57) 

33 6,06 >5,7 (6,38) 

34 5,00 5,39 

35 6,04 >5,7 (6,09) 

36 6,63 5,40 

37 6,08 >5,7 (6,11) 
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2.3 Untersuchungen zur Stabilität von Pentathiepinen in Gegenwart von 
Glutathion 

Die Pentathiepine, die bisher untersucht wurden, sind prinzipiell gegenüber GSH instabil 

– auch bei bereits sehr geringen Konzentrationen. Dies wirft die Frage auf, ob es einen Zu-

sammenhang zwischen Stabilität und Struktur des Pentathiepins und weiterführend zwi-

schen Stabilität und biologischer Aktivität gibt. 

2.3.1 Ergebnisse der Voruntersuchungen  

Die Stabilität unterschiedlicher Pentathiepine wurde zuerst unter den gleichen Bedingun-

gen, wie im GPx-Assay vorgeschrieben, untersucht, d.h. in wässrigem Medium bei pH =7,4 

und in Gegenwart von 250 µM GSH bei Raumtemperatur. Dafür wurden die Pentathiepine 

25, 26, 33, 36 sowie 37 wie in Kapitel 5.3.3 beschrieben in Acetonitril zu 20 µM gelöst. Sofort 

nach Zusatz von GSH wurde eine chromatographische Messung durchgeführt. Aller 10 min 

wurde ein weiteres Chromatogramm aufgenommen. Die Ergebnisse für Pentathiepin 25 

sind in der folgenden Abbildung dargestellt:  

 

Abbildung 20: RP-HPLC-Chromatogramme zur Stabilität von Pentathiepin 25 in Gegenwart von 250 µM 
GSH. Acetonitril/Wasser (80/20), 1,0 mL min−1, Chromolith® SpeedRod RP18e 50–4,6 mm, 

Detektion  = 240–260 nm integriert. Der Peak bei etwa 5 min stellt den Substanzpeak dar 

Aus Abbildung 20 lassen sich die folgenden Aussagen entnehmen. Substanz 25 ist in Ge-

genwart von 250 µM GSH so instabil, dass bereits die Zeit von Zugabe von GSH bis zur 

ersten Injektion einen maßgeblichen Substanzabbau und hieraus resultierend eine dement-

sprechende Reduktion der Peakfläche zufolge hat, sodass die Probe zum Zeitpunkt t = 0 min 

nicht als Kontrolle geeignet ist. Beim Abbauprodukt scheint es sich um ein hydrophileres 
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Molekül zu handeln, da der Peak bei 1,0 min mit der Zeit in der Fläche zunimmt. Dieselbe 

Untersuchung wurde mit den vier anderen genannten Pentathiepinen ebenfalls durchge-

führt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt. Es zeigten sich zwischen den Pen-

tathiepinen sehr starke Unterschiede hinsichtlich ihrer Stabilität in Gegenwart von 250 µM 

GSH. 

  

Abbildung 21: Vergleich der Pentathiepine 25, 26, 33, 36 sowie 37 hinsichtlich ihrer Stabilität in Gegenwart 
von 250 µM GSH mittels RP-HPLC. c(GSH) = 250 µM, c(Pentathiepine) = 5 µM, 23 °C, blau: Struktur 
25, instabilste Substanz; rot: Struktur 37, stabilste Substanz. Der prozentuale Flächenanteil 
ist die Fläche des Hauptpeaks im jeweiligen Chromatogramm bezogen auf die erste Injek-
tion oder die Kontrollinjektion ohne GSH ± SD 

Um die Unterschiede in der Stabilität genauer zu untersuchen, wurde im Rahmen einer 

Diplomarbeit von Herrn Tom Schöne an sechs neuen Pentathiepinen aus dem Arbeitskreis 

von Frau Prof. Dr. Carola Schulzke mit unterschiedlichen Grundgerüsten systematisch die 

Stabilität unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Tabelle 7 enthält eine Übersicht 

über die verwendeten Pentathiepine, ihre IUPAC-Namen sowie Kurzbezeichnungen zur 

besseren Nachverfolgbarkeit. Im Rahmen der Untersuchungen wurden somit die Grund-

gerüste Indol, Indolizin, Pyrrolopyrazin sowie Pyrrolochinoxalin einer näheren Betrach-

tung unterzogen.  
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Tabelle 7: Übersicht der Strukturen sowie IUPAC-Bezeichnungen der hinsichtlich ihrer Stabilität untersuch-
ten Pentathiepine. Zusätzlich angegeben ist ein Kurzname mit Bezug auf das strukturelle Grund-
gerüst zur vereinfachten Übersicht 

 

  

  

Pentathiepin 25 / IN-1 Pentathiepin 36 / IZ-1 

  

Pentathiepin 6 / IZ-2 Pentathiepin 7 / IZ-3 

  

Pentathiepin 9 / PP-1 Pentathiepin 29 / PC-1 

Bezeichnung IUPAC-Name Kurzname 

6 N-[(1S)-1,2-Dimethylpropyl]-6-ethoxy-[1,2,3,4,5]pentathiepino[6,7-a]in-

dolizin-9-sulfonamid 
IZ-2 

7 N-[(3S, 5S, 7S)Adamantan-1-yl]-6-ethoxy-[1,2,3,4,5]pentathiepino[6,7-a]in-

dolizin-9-sulfonamid 
IZ-3 

9 6,11-Diethoxy-[1,2,3,4,5]pentathiepino[6',7':3,4]pyrrolo[1,2-a]pyrazin PP-1 

25 9-Chlor-6-ethyl-6H-[1,2,3,4,5]pentathiepino[6,7-b]indol IN-1 

29 12-Ethoxy-3-methyl-[1,2,3,4,5]pentathiepino[6',7':3,4]pyrrolo[1,2-a]chinox-

alin 
PC-1 

36 (6-Ethoxy-[1,2,3,4,5]pentathiepino[6,7-a]indolizin-9-yl)[4-(4-fluorben-

zoyl)piperazinyl]methanon 
IZ-1 
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2.3.2 Stabilitätsuntersuchungen mittels RP-HPLC 

Die Prüfung der Stabilität der Pentathiepine wurde gemäß den HPLC-Bedingungen in Ka-

pitel 5.3.3 vorgenommen. Die Ergebnisse für die Inkubation mit  250 µM GSH sind in Ab-

bildung 22 dargestellt.  

 

Abbildung 22: Vergleich der Pentathiepine IN-1, IZ-1, IZ-2, IZ-3, PP-1 sowie PC-1 hinsichtlich ihrer Stabilität 
in Gegenwart von 250 µM GSH mittels RP-HPLC. c(Pentathiepine) = 5 µM, Inkubation bei 23 °C. 
Darstellung der Mittelwerte aus drei Versuchen, Fehlerbalken sind Standardabweichung, 
relativer Anteil bezogen auf eine Kontrollinjektion ohne GSH, Grafik aus SCHÖNE 2022[85] 

In Abbildung 22 sind deutliche Unterschiede hinsichtlich der Stabilität der untersuchten 

Pentathiepine in Gegenwart von 250 µM GSH zu erkennen. Während die Verbindungen 

IN-1 und PP-1 bereits nach 10 min nicht mehr nachweisbar waren, ist der Abbau der Pen-

tathiepine mit einem Indolizingrundgerüst, IZ-1–3, nach 50 min relativ gering. Die Stabilität 

von  PC-1 liegt dazwischen, es ist erst nach 50 min vollständig abgebaut. Da es sich bei der 

Glutathionkonzentration von 250 µM lediglich um eine artifizielle, dem GPx-Assay ent-

lehnte Konzentration handelt, wurde der Versuch mit höheren GSH-Konzentrationen wie-

derholt, die zwischen 1 und 12 mM liegen und den Zustand in Zellen besser nachahmen.[86] 

Die Ergebnisse der Versuche mit 1 bzw. 10 mM sind in Abbildung 23 dargestellt. Die Un-

terschiede der einzelnen Pentathiepine lassen sich deutlich erkennen. Während das Indol-

derivat IN-1 bereits in Gegenwart von 1 mM GSH beim ersten Messpunkt nicht mehr nach-

weisbar war, zeigten die Indolizinderivate eine deutlich höhere Stabilität, wobei in 

Gegenwart von 10 mM GSH IZ-1 erst nach 10 min und IZ-2 erst nach 20 min vollständig 

abgebaut war. Auf die außerordentliche Stabilität von IZ-3 wird in der Diskussion in Kapi-

tel 3.1.3 näher eingegangen. Die Abbildung zeigt auch die Nachteile der RP-HPLC-Me-

thode zur Bestimmung der Stabilität von Pentathiepinen in Gegenwart von GSH. Bereits 

ab 1 mM GSH lassen sich die Unterschiede zwischen den Pentathiepine IN-1, PP-1 und  
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PC-1 nicht mehr darstellen. Eine vergleichende Auswertung ist dadurch bei hohen Kon-

zentrationen nicht mehr möglich. 

 

Abbildung 23: RP-HPLC-Abbaukurven der Pentathiepine bei 1 und 10 mM GSH. c(Pentathiepine) =  5 µM, 23 °C. 
Darstellung der Mittelwerte aus drei Versuchen, Fehlerbalken sind Standardabweichung, 
relativer Anteil bezogen auf eine Kontrollinjektion ohne GSH[85]  

Das ist insofern relevant, als dass intrazelluläre Glutathionkonzentrationen bis zu 12 mM 

gemessen worden sind.[86] Auch in extrazellulären Räumen kommt GSH in niedrigen Kon-

zentrationen vor.[87] Vorhersagen zum Verhalten unter physiologischen Bedingungen sind 

so kaum möglich. Benötigt wurde ein Messsystem, mit dem sehr kurze Messabstände mög-

lich waren, um bei höheren GSH-Konzentrationen zu messen. Ein solches Messsystem stellt 

sich in einem Diodenarray-Spektralphotometer dar, welches Messung im Abstand weniger 

Sekunden aufnehmen kann.  

2.3.3 Untersuchungen mittels UV-Vis-Diodenarray-Spektralphotometer  

Die UV-Vis-spektroskopische Messung mittels eines Diodenarray-Spektralphotometers 

wurde gewählt, um kurze Messabstände (bis 10 s) zu ermöglichen und somit die Stabilitä-

ten der Pentathiepine bei hohen Glutathionkonzentrationen quantifizieren zu können. Der 

experimentelle Aufbau ist in Kapitel 5.3.4 ausführlich beschrieben. 

2.3.3.1 Bestimmung des Einflusses des Pentathiepinrings auf das UV-Vis-Spektrum 

Um den Abbau des Pentathiepinrings anhand des UV-Vis-Spektrums bestimmen zu kön-

nen, ist es nötig, die Beteiligung des Pentathiepinrings am gesamten UV-Vis-Spektrum der 

Substanz zu kennen. Für die Substanz IN-1 war die Synthesevorstufe ohne Pentathiepin-

ring aufgrund des Syntheseweges leicht zugänglich.[42] Das Ergebnis des Vergleichs ist in 
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Abbildung 24 dargestellt. Die farblose Lösung von 5-Chlor-N-ethylindol weist keine Ab-

sorption oberhalb von  = 310 nm auf. Durch Anellierung des Pentathiepinrings kommt es 

zur Ausbildung eines breiten Peaks mit Maximum bei  = 340 nm, was die gelbe Farbe des 

Pentathiepins und dessen Lösung erklärt. Ein Absorptionsmaximum oberhalb von 350 nm 

war für alle Pentathiepine im UV-Vis-Spektrum messbar und wird dem Pentathiepinring 

zugeschrieben.[85] So konnte das langwelligste Absorptionsmaximum zur Quantifizierung 

des Pentathiepins herangezogen werden. 

Abbildung 24: UV-Vis-Spektrenvergleich von IN-1 und seiner Vorstufe. Aufgenommen bei 5 µM in GPx-Puf-
fer (pH = 7,4, T = 23 °C, d = 1 cm). Orange: 5-Chlor-N-ethylindol, Blau: IN-1[85] 

Die spektroskopischen Daten der untersuchten Pentathiepine sind in der folgenden Tabelle 

zusammengefasst. Eine Übersicht über die Absorptionsspektren findet sich in Abbildung 

25 . Die aufgenommenen Differenzspektren sind in Abbildung 26 auf Seite 40 dargestellt.  

Tabelle 8: Übersicht der spektroskopischen Kenndaten der hinsichtlich ihrer Stabilität untersuchten Penta-
thiepine. 5 µM in GPx-Puffer (pH = 7,4, T = 23 °C, d = 1 cm).[85] 

Verbindung Wellenlänge Maxima (nm) Absorption ε in L mol−1 cm−1 

IN-1 224,0 0,093590 18718 

 340,0 0,019199 3840 

IZ-1 242,0 0,127689 25538 

 410,0 0,022938 4588 

IZ-2 252,5 0,143238 28648 

 406,0 0,026556 5311 

IZ-3 256,0 0,177205 35441 

 403,0 0,041790 8358 

PP-1 234,0 0,124035 24807 

 380,0 0,029147 5829 

PC-1 254,0 0,112625 22525 

 398,0 0,034523 6905 
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Abbildung 25: Übersicht über die Absorptionsspektren der hinsichtlich ihrer Stabilität untersuchten Pen-
tathiepine. T = 23 °C, pH = 7,4, d = 1 cm, 5 µM Pentathiepin in GPx-Puffer[85] 
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Abbildung 26: Übersicht über die Differenzspektren der hinsichtlich ihrer Stabilität untersuchten Penta-
thiepine. T = 23 °C, pH = 7,4, d = 1 cm, 5 µM Pentathiepin, 5 mM GSH. Grün stellt die erste 
Messung dar, rot die Letzte (87 Messungen über 60 min). Für PP-1 stellt die blaue Linie den 
beobachteten Shift des Absorptionsspektrums dar. IZ-3 zeigte keinen Abbau, deshalb gibt 
es kein Differenzspektrum[85] 
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2.3.3.2 Aufnahme von Differenzspektren zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit 

Zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit wurden sowohl Absolut- als auch Diffe-

renzspektren aufgenommen. Es stellte sich heraus, dass die direkte Aufnahme von Diffe-

renzspektren in den gewählten Konzentrationsbereichen deutlich reproduzierbarer war, 

als die nachträgliche Berechnung der Differenzspektren aus den Absolutsprektrendaten. 

Im Folgenden werden aus diesem Grund nur die aufgenommenen Differenzspektren und 

die daraus ermittelten Daten gezeigt. Die folgende Abbildung stellt beispielhaft ein aufge-

nommenes Differenzspektrum von IN-1 in Gegenwart von 250 µM GSH dar.  

Abbildung 27: Aufnahme von Differenzspektren von 5 µM IN-1 (Pentathiepin 25) in Gegenwart von 250 µM 
GSH über 60 min. T = 23 °C, pH = 7,4, d = 1 cm. Grün stellt die erste Messung dar, rot die Letzte 
(87 Messungen über 60 min)[85] 

Abbildung 27 lässt erkennen, dass im Laufe der Reaktion eine Abnahme der Absorption 

bei 363,5 nm erfolgt. Das liegt im Bereich des dem Pentathiepin zugeordneten Absorptions-

maximums für IN-1. Dieses lokale Minimum des Differenzspektrums wird im Folgenden 

für die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten genutzt. Für die fünf anderen Penta-

thiepine wurde die Bestimmung unter den gleichen Bedingungen vorgenommen und das 

langwelligste Minimum im Differenzspektrum ausgewertet. Spektroskopische Daten der 

einzelnen Pentathiepine hinsichtlich der Differenzspektren sind in Tabelle 9 dargestellt. 

Tabelle 9: Langwelligste Minima in den Differenzspektren der hinsichtlich ihrer Stabilität untersuchten Pen-
tathiepine., 23 °C, pH = 7,4, d = 1 cm[85] 

Verbindung  des Minimums 

IN-1 363,5 nm 

IZ-1 427,0 nm 

IZ-2 424,0 nm 

PP-1 396,0 nm 

PC-1 377,0 nm 
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Für jede Verbindung wurden Experimente mit einer Pentathiepinkonzentration von 5 µM 

bei Glutathionkonzentrationen von 250 µM–10 mM durchgeführt. Die Absorptionsabnah-

men bei der entsprechenden Wellenlänge (siehe Tabelle 9) wurden mit der Konzentration 

korreliert und anschließend als Konzentration über der Zeit dargestellt, beispielhaft gezeigt 

in Abbildung 28. 

 

Abbildung 28: Abnahme der Konzentration der Pentathiepine (Startkonzentration 5 µM) in Gegenwart von 
5 mM GSH gemessen mittels UV-Vis-Spektroskopie. Errechnet aus der Absorptionsabnahme 
im Differenzspektrum im jeweiligen Minimum (Tabelle 9). Die Spektren wurden aufgenom-
men bei T = 23 °C, pH = 7,4, d = 1 cm[85] 

Aus den aufgenommenen Absorptionsdaten wurden einerseits die Halbwertszeiten gemäß 

Kapitel 5.3.4 andererseits die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten berechnet. Beides ist in 

der folgenden Tabelle 10 dargestellt. Aus der Abbildung 28 sowie Abbildung 29 ergeben 

sich folgende Ergebnisse: Die Pentathiepine IZ-1 und IZ-2 zeigen deutlich höhere Halb-

wertszeiten sowie deutlich geringere Anfangsgeschwindigkeiten als die Pentathiepine PP-

1, PC-1 sowie IN-1. PP-1 stellte sich in den Versuchen als die instabilste Substanz heraus.  
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Tabelle 10: Übersicht über Halbwertszeiten und initiale Abbaugeschwindigkeiten der Pentathiepine IN-
1, IZ-1, IZ-2, IZ-3, PP-1 sowie PC-1 (5 µM) in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen 
GSH (0,25–10 mM). Errechnet aus der Absorptionsabnahme im Differenzspektrum im jewei-
ligen Minimum (Tabelle 9). pH = 7,4, T = 23°C, d = 1 cm[85] 

Zur besseren Übersichtlichkeit sind die Daten in Abbildung 29 als Heatmap dargestellt: 

Abbildung 29: Darstellung der Halbwertszeiten und initialen Abbaugeschwindigkeiten der Pentathiepine 
(5 µM) in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen GSH (0,25–10 mM) Errechnet aus 
der Absorptionsabnahme im Differenzspektrum im jeweiligen Minimum (Tabelle 9). Die 
Spektren wurden aufgenommen bei pH = 7,4, T = 23°C, d = 1 cm[85] 

 
Halbwertszeit / s  

(± SD) 

initiale Abbaugeschwindigkeit / nM s−1  

 (± SD) 

GSH / mM IN-1 IZ-1 IZ-2 PP-1 PC-1 IN-1 IZ-1 IZ-2 PP-1 PC-1 

0.25 
566,7 

(90,2) 
X X 

180,0 

(34,6) 

900,0 

(60,0) 

4,1 

(1,8) 
X X 

11,6 

(3,3) 

3,4 

(0,1) 

1 
112,3 

(20,3) 

1480,0 

(34,6) 
X 

68,7 

(2,3) 

163,0 

(4,6) 

24,3 

(4,2) 
X X 

36,8 

(2,6) 

16,3 

(1,9) 

3 
102,2 

(17,9) 

760,0 

(34,6) 

1460,0 

(124,9) 

32,0 

(2,0) 

54,0 

(4,0) 

29,8 

(4,3) 

0,7 

(0,4) 

1,2 

(0,2) 

77,7 

(2,7) 

50,6 

(3,9) 

5 
99,3 

(64,8) 

419,7 

(68,7) 

780,0 

(0,0) 

27,3 

(2,3) 

30,0 

(5,3) 

33,8 

(12,0) 

5,4 

(1,2) 

2,8 

(0,2) 

78,0 

(1,0) 

74,9 

(10,9) 

7 
44,7 

(9,0) 

320,0 

(0,0) 

720,0 

(60,0) 

26,7 

(4,2) 

35,3 

(7,6) 

48,5 

(2,4) 

7,5 

(0,4) 

3,6 

(0,5) 

75,0 

(1,6) 

66,4 

(6,3) 

9 
63,3 

(30,1) 

247,0 

(32,9) 

700,0 

(34,6) 

22,7 

(5,8) 

27,3 

(4,2) 

42,4 

(6,1) 

11,1 

(2,4) 

3,5 

(0,3) 

76,0 

(4,7) 

81,5 

(7,0) 

10 
246,7 

(61,1) 

253,3 

(11,5) 

366,7 

(94,5) 

16,7 

(5,8) 

33,3 

(5,8) 

15,3 

(4,9) 

11,3 

(0,5) 

5,4 

(1,5) 

112,0 

(4,7) 

57,0 

(3,1) 
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2.3.4 pH-Abhängigkeit der Pentathiepinstabilität  

Vorversuche haben gezeigt, dass die Stabilität von Pentathiepinen im Basischen abnimmt, 

aber im Sauren steigt. Die Stabilität bei pH = 6,5 sollte getestet werden, um herauszufinden, 

ob bereits eine derart kleine Änderung des pH-Wertes die Stabilität maßgeblich erhöht. 

Dafür wurden die Pentathiepine 25 (IN-1) und 36 (IZ-1) ausgewählt. Dabei handelt es sich 

um eine der instabilsten Pentathiepine in Gegenwart von GSH (siehe oben) sowie die für 

die Experimente mit Liposomen (Kapitel 2.7) verwendete Substanz mit mittlerer Stabilität. 

Das Ergebnis dieser Pentathiepine sollte demnach auf die anderen Substanzen übertragbar 

sein.  

Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung dargestellt: 

Abbildung 30: Stabilität der Pentathiepine IN-1 sowie IN-2 in Gegenwart von 250 µM GSH bei pH = 6,5 

Die Stabilität der beiden untersuchten Pentathiepine wurde durch die Absenkung des pH-

Wertes auf 6,5 drastisch erhöht. Während IN-1 bei pH = 7,4 bereits nach 20 min nicht mehr 

nachgewiesen werden konnte, ist das Pentathiepin bei pH = 6,5 über den gesamten Mess-

zeitraum stabil. Das Ergebnis ist auf IZ-1 übertragbar (siehe Abbildung 30).  

2.3.5 Einfluss der Stabilität des Pentathiepins in Gegenwart von GSH auf die inhibito-

rische Wirkung auf GPx-1 

In Untersuchungen in unserem Arbeitskreis wurde herausgefunden, dass Pentathiepine in 

der Lage sind, die bovine GPx-1 zu inhibieren.[42] In den vorangegangenen Experimenten 

in diesem Kapitel wurden teils starke Unterschiede in der Stabilität des Pentathiepins ge-

genüber GSH festgestellt. Es stellte sich die Frage, ob die unterschiedlichen Stabilitäten Ein-

fluss auf die inhibitorische Wirkung der untersuchten Pentathiepine auf die GPx-1 haben. 

Um diese Frage zu beantworten, wurde von allen sechs untersuchten Pentathiepinen im 

Rahmen der durchgeführten Diplomarbeit von Herrn Tom Schöne die IC50-Werte an GPx-
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1 bestimmt. Dabei wurde entsprechend Kapitel 5.4.1 vorgegangen. Die Ergebnisse der Un-

tersuchung sind im Folgenden dargestellt.  

 

Abbildung 31: IC50-Werte der hinsichtlich ihrer Stabilität untersuchten Pentathiepine an GPx-1. Geometri-
sche Mittelwerte mit geometrischer Standardabweichung. Mittelwerte  (95% Konfidenzin-
tervall), n = 3, T = 23 °C, pH = 7,4 

Dass alle getesteten Pentathiepine einen IC50-Wert im unteren mikromolaren Bereich auf-

weisen, lässt sich aus Abbildung 31 entnehmen. Sie liegen im Bereich von 0,73–1,62 µM. 

Diese Ergebnisse decken sich mit Ergebnissen der vorangegangenen Testungen der inhibi-

torischen Aktivität der Pentathiepine auf GPx-1.[42, 43] Zwischen den einzelnen Substanzen 

konnten mittels one-way-ANOVA keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die 

Inhibierung von GPx-1 scheint somit auf die Partialstruktur des Pentathiepins zurückzu-

führen zu sein, da eine – maßgebliche – Veränderung des strukturellen Grundgerüstes so-

wie der substituierten Reste nur geringen Einfluss auf die Hemmung des Enzyms zu haben 

scheinen. Des Weiteren ist kein Zusammenhang zwischen der Stabilität der Pentathiepine 

und der Hemmung der GPx-1 zu erkennen. Insbesondere ein Vergleich zwischen IZ-3 und 

IN-1 zeigt, dass die Hemmung weder durch das strukturelle Grundgerüst, noch durch die 

Instabilität des Pentathiepins gegenüber GSH beeinflusst ist. IZ-3 zeigte dabei keinen Ab-

bau bei allen getesteten Glutathionkonzentrationen, während IN-1 bereits innerhalb von 

Sekunden bis Minuten komplett abgebaut war.  

2.3.6 Veränderung der antiproliferativen Wirkung durch gezielten Abbau des Penta-

thiepins 

Der Einfluss des Pentathiepinrings auf die antiproliferative Wirkung sollte in einem Expe-

riment untersucht werden. Dafür wurde Pentathiepin 36 mit der vierfachen Konzentratio-

nen GSH versetzt wodurch der Pentathiepinring abgebaut werden sollte. Anschließend 

wurden die damit inkubierten Zellen im Kristallviolett-Assay (Kapitel 5.5.4.2) getestet. Die 
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Ergebnisse des Assays in Abbildung 32 zeigen, dass der Abbau des Pentathiepins zu einem 

deutlichen Verlust der antiproliferativen Aktivität des Pentathiepins führt. Daraus ist zu 

schließen, dass der Pentathiepinring für die antiproliferative Wirkung essentiell ist.  

 

Abbildung 32: Ergebnis des Kristallviolett-Assays nach Inkubation von Pentathiepin 36 mit GSH. 36(GSH): mit 
GSH inkubiertes Pentathiepin 36 in angegebener Konzentration. 

2.3.7 Veränderung der zytotoxischen Wirkung der Pentathiepine auf drei humane 

Krebszelllinien nach Vorinkubation mit DL-Buthionin-(S,R)-sulfoximin 

Ausgehend von der Grundannahme, dass Pentathiepine innerhalb der Zelle zunächst 

durch GSH aktiviert werden müssen, sollte der Einfluss der Glutathionkonzentration in-

nerhalb der Zelle, sowie die Wirkung eines artifiziell geänderten Glutathionspiegels auf die 

Zytotoxizität der Pentathiepine untersucht werden. Die grundlegende Arbeitshypothese 

für dieses Experiment war die Annahme, dass durch geringe und/oder verringerte Gluta-

thionspiegel die zytotoxische Aktivität insbesondere der als am stabilsten festgestellten 

Pentathiepine abnimmt.  

DL-Buthionin-(S,R)-sulfoximin ist ein spezifischer Inhibitor der Glutamylcysteinligase. Da-

bei handelt es sich um ein an der Glutathionsynthese beteiligtes Enzym. Durch Inkubation 

mit BSO wird in Säugetierzellen die Synthese von GSH schnell und nachhaltig gehemmt,[88] 

was zu einer bis zu 90%igen Senkung des intrazellulären Glutathionspiegels führt.[86] Diese 

Eigenschaft kann dazu genutzt werden, Effekte des Glutathionspiegels auf die Toxizität 

von Xenobiotika zu untersuchen.[89] Im nachfolgend beschriebenen Experiment sollte der 

Einfluss der GSH-Spiegelsenkung auf die Zytotoxizität der Pentathiepine in Abhängigkeit 
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von ihrer Stabilität gegenüber GSH untersucht werden. Dafür wurden drei Zelllinien aus-

gewählt: KYSE-70, DAN-G sowie LCLC-103H. Die Wahl fiel auf diese Zelllinien, da sie in-

durchgeführten Experimenten in unserem Arbeitskreis Unterschiede hinsichtlich des An-

sprechens auf eine BSO-Behandlung gezeigt haben. Zusätzlich zeigen die Zelllinien mit 10,8 

(KYSE-70), 5,25 (DAN-G) respektive 3,73 (LCLC-103H) mM GSH bezogen auf das Zellvo-

lumen unterschiedliche Ausgangsspiegel an GSH.[86] So sollten bei ähnlicher prozentualer 

Verringerung des Glutathionspiegels unterschiedlich große absolute Effekte untersucht 

werden. Die Zytotoxizität der Pentathiepine wurde mittels MTT-Assay bestimmt. Dabei 

wurden Zellen 6 h mit 200 µM BSO präinkubiert oder ohne BSO-Inkubation belassen. Der 

MTT-Assay erlaubt die Messung der Viabilität und somit die Bestimmung der metaboli-

schen Aktivität behandelter und unbehandelter Zellen. Gemessen wird die Absorption ei-

nes durch Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

(MTT) gebildeten Stoffes mittels UV-Vis-spektroskopischer Methode. Vorgehen, Auswer-

tung und Prinzip des Assays sind in Kapitel 5.5.5.2 genauer dargelegt.  

Die Ergebnisse des Versuchs sind in Tabelle 11 sowie Abbildung 33 dargestellt.  

Tabelle 11: Ergebnisse des MTT-Assays an drei humanen Krebszelllinien mit und ohne 6 h BSO-Inkubation 
(200 µM). IC50-Werte in µM (95 % Konfidenzintervall) ohne BSO-Inkubation (-), mit BSO-Inkuba-
tion (+), n≥3 

 KYSE-70 DAN-G LCLC-103H 

 – + – + – + 

IN-1 12,97 

(10,69–15,74) 

8,27 

(6,21–11,00) 

11,92 

(10,45–13,60) 

7,40 

(6,32–8,66) 

6,78 

(3,45–13,35) 

3,85 

(2,26–6,55) 

IZ-1 0,88 

(0,72–1,07) 

0,67 

(0,53–0,89) 

1,07 

(0,89–1,28) 

0,75 

(0,60–0,92) 

0,78 

(0,53–1,15) 

0,53 

(0,36–0,78) 

IZ-2 4,89 

(2,94–8,14) 

2,28 

(1,52–3,42) 

3,05 

(2,29–4,07) 

1,57 

(1,24–1,97) 

2,56 

(1,96–3,33) 

1,07 

(0,88–1,30) 

IZ-3 5,27 

(3,73–7,45) 

1,95 

(1,21–3,14) 

4,01 

(1,91–8,38) 

3,21 

(1,95–5,26) 

2,99 

(0,89–10,08) 

1,69 

(1,00–2,87) 

PP-1 11,56 

(7,90–16,93) 

6,75 

(3,84–11,85) 

10,54 

(8,21–13,53) 

7,63 

(6,01–9,69) 

6,55 

(4,43–9,69) 

3,66 

(2,35–5,71) 

PC-1 7,41 

(5,15–10,64) 

4,78 

(3,31–6,90) 

11,10 

(7,37–16,71) 

9,29 

(5,88–14,67) 

7,72 

(5,89–10,12) 

4,55 

(3,34–6,19) 
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Abbildung 33: Ergebnisse des Zytotoxizitätsassays mit und ohne 6 h BSO-Inkubation (200 µM). IC50-Werte 
in µM ± 95% Konfidenzintervall), n≥3. Gepaarter t-Test angewendet auf den Mittelwert und 
die Standardabweichung der logIC50-Werte. p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),  p < 0,001 (***)  

Tabelle 11 und Abbildung 33 stellen die Ergebnisse des Zytotoxizitätsassays an drei ver-

schiedenen Krebszelllinien übersichtlich und graphisch dar. Für alle Substanzen und alle 

Zelllinien zeigt sich nach 6 h Vorinkubation mit BSO eine gesteigerte zytotoxische Aktivität 

aller getesteten Pentathiepine im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wobei in keinem 

der getesteten Fälle eine Reduktion des IC50-Wertes um eine Größenordnung erfolgte. Bis 

auf drei Kombinationen zeigen alle Pentathiepin/Zelllinien-Kombinationen eine signifi-

kante Zytotoxizitätssteigerung (gepaarter t-Test).  

Die wahrscheinlichste Erklärung für die generelle Zytotoxizitätssteigerung ist die Reduzie-

rung der zellulären Redoxabwehr durch BSO.[90] Ein Zusammenhang zwischen Stabilität, 

Grundgerüst des Pentathiepins, Zytotoxizität, Glutathiongehalt der Zelllinie sowie gesenk-

tem intrazellulären Glutathiongehalt gibt es anscheinend nicht. 
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2.3.8 Zusammenfassung der Untersuchungen zur Stabilität von Pentathiepinen in Ge-

genwart von Glutathion 

Für sechs Pentathiepine mit vier unterschiedlichen Grundstrukturen wurde die Stabilität 

in 5 µM Konzentration in Gegenwart von 250 µM–10 mM GSH UV-Vis-spektroskopisch be-

stimmt. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede hinsichtlich der Halbwertszeit bei den 

untersuchten Pentathiepinen. Die inhibitorische Wirkung an GPx-1 und die antiprolifera-

tive Wirkung in-vitro auf humane Krebszelllinien, mit und ohne BSO-Inkubation, zeigten 

keine Abhängigkeit von der Stabilität der eingesetzten Substanzen. Diese Ergebnisse stellen 

die These der Aktivierung der Pentathiepine in Krebszellen durch GSH in Frage, da eine 

Abhängigkeit der beobachteten Wirkung von der Stabilität zu erwarten wäre. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das intakte Pentathiepin für eine antiproliferative 

Wirkung in-vitro notwendig ist. Eine Möglichkeit der Stabilisierung des Pentathiepins bei 

Lagerung besteht in der Absenkung des pH-Wertes des Lösungsmittels, da sich gezeigt hat, 

dass bereits eine geringe Absenkung des pH-Wertes zu einem starken Anstieg der Stabilität 

des untersuchten Pentathiepins führt. 

2.4 Untersuchungen zu Abbauprodukten von Pentathiepinen in Gegen-
wart von GSH 

Die Ergebnisse der bis hier beschriebenen Experimente werfen die Frage auf, ob ein Abbau-

produkt der Reaktion der Pentathiepine mit GSH, wie zum Beispiel GSSH, an den biologi-

schen Effekten der Pentathiepine beteiligt ist, und inwiefern das intakte Pentathiepin z.B. 

für die Hemmung der GPX-1 notwendig ist.  

2.4.1 Untersuchungen zur Freisetzung von GSSH aus den Pentathiepinen 25 und 26 

durch Reaktion mit GSH 

Die Pentathiepine 25 und 26 wurden mit dem in Kapitel 5.3.5.2 beschriebenen Assay auf 

die Eigenschaft geprüft, bei der Reaktion mit GSH die reaktive Schwefelspezies GSSH frei-

zusetzen. Diese könnte in der Lage sein, GPx-1 zu hemmen (siehe Kapitel 2.5.3). Dafür wur-

den die Pentathiepine bei 37 °C mit GSH inkubiert. Durch die Reaktion des Pentathiepins 

mit GSH kam es zur Entfärbung der vorher gelben Lösung. Nach anschließendem Umsatz 

mit Cyanid zu Thiocyanat sollte Letzteres durch Bildung eines tiefroten Eisen-III-Komple-

xes UV-Vis-spektroskopisch nachgewiesen werden. Abbildung 34 zeigt die Detektion von 

Thiocyanat nach der Inkubation von 500 µM Na2S mit 500 µM GSSG bei 37 °C. Dabei soll in-
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situ GSSH gebildet werden.[23] Das gebildete Maximum bei  = 458 nm weist auf die Durch-

führbarkeit der Methode hin. Durch Pentathiepine freigesetztes GSSH sollte prinzipiell 

durch diese Methode nachgewiesen werden können. 

 

Abbildung 34: Detektion von während der Reaktion von Na2S mit GSSG freigesetztem GSSH. Das bei 
458 nm gebildete Maximum weist auf die Bildung von Thiocyanat hin und belegt die prinzi-
pielle Funktionalität der Methode. Spektren aufgenommen bei Raumtemperatur und um 
das jeweilige Lösungsmittel(gemisch) korrigiert 

Die Ergebnisse der Untersuchungen für Pentathiepin 26 sind in Abbildung 35 dargestellt. 

 

Abbildung 35: UV-Vis-Spektren der Reaktionsansätze von Pentathiepin 26 zur GSSH-Bestimmung. Auf-
nahme der Spektren bei Raumtemperatur nach Inkubation von 26 mit GSH bei 37 °C, Umsatz 
mit Cyanid und anschließender Zugabe von Eisen-III-Nitrat in salpetersaurer Lösung (rot). 
Zum Vergleich sind die Spektren der uninkubierten Substanz 26 (blau) sowie von GSH (grün) 
gezeigt. Die Spektren sind um das jeweilige Lösungsmittel(gemisch) korrigiert 
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Aus Abbildung 35 ist zu entnehmen, dass das dem Pentathiepin zuzuordnende Maximum 

bei  = 428 nm abnimmt, was die Entfärbung der Lösung erklärt. Gleichzeitig ist zu erken-

nen, dass nach Zugabe des Eisen-III-Nitrates zur Bildung des Maximums bei  = 460 nm 

kommt, was dem Eisen-III-Thiocyanat-Komplex entspricht. Dies könnte als Hinweis auf 

die Bildung von GSSH interpretiert werden. Dieses Ergebnis wurde dadurch in Frage ge-

stellt, dass für Pentathiepin 25 die abweichenden in Abbildung 36 dargestellten Ergebnisse 

erhalten wurden.  

 

Abbildung 36: UV-Vis-Spektren der Reaktionsansätze von Pentathiepin 25 zur GSSH-Bestimmung. Auf-
nahme der Spektren bei Raumtemperatur nach Inkubation von 25 mit GSH bei 37 °C, Umsatz 
mit Cyanid und anschließender Zugabe von Eisen-III-Nitrat in salpetersaurer Lösung (rot). 
Zum Vergleich sind die Spektren der uninkubierten Substanz 25 (blau) sowie von GSH (grün) 
gezeigt. Die Spektren sind um das jeweilige Lösungsmittel(gemisch) korrigiert 

Die Abnahme der gelben Farbe der Lösung durch Reaktion mit GSH ist im UV-Vis-Spekt-

rum durch die Abnahme der Absorption unterhalb von 400 nm zu erkennen. Entgegen den 

Ergebnissen für Pentathiepin 26 zeigte sich in wiederholten Versuchen keine Bildung des 

Maximums um 460 nm. Für Verbindung 25 konnte die Bildung von GSSH somit nicht ge-

zeigt werden. 

Beide Pentathiepine weisen durch die Inkubation mit GSH eine Abnahme der Absorption 

im Bereich des dem Pentathiepin zuzuordnendem Absorptionsmaximums auf. Es gab kei-

nen Grund anzunehmen, dass die Zerstörung des Pentathiepins durch Glutathion bei bei-

den Substanzen zu unterschiedlichen Ergebnissen führen sollte. Um dem Unterschied zwi-

schen Pentathiepin 25 und 26 auf dem Grund zu gehen, wurde Pentathiepin 26 erneut unter 

den gleichen Bedingungen mit GSH inkubiert und die resultierende Lösung mit NaCN ver-

setzt. 
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Die anschließende Komplexbildung mit Eisen wurde näher untersucht, indem in drei An-

sätzen je die entsprechende Menge Wasser, Salpetersäure und eine salpetersaure Eisen-III-

Lösung hinzugegeben wurde. Das Ergebnis ist in Abbildung 37 dargestellt.  

 

Abbildung 37: UV-Vis-Spektren von Pentathiepin 26 nach Thiocyanatbildung. Grün zeigt das UV-Vis-Spekt-
rum nach Zugabe von Wasser, blau nach Zugabe einer 16%igen HNO3-Lösung und rot nach 
Zugabe einer 2,5 mM Lösung aus Eisen-III-Nitrat in 16%iger HNO3 

Aus Abbildung 37 lässt sich entnehmen, dass die Bildung des detektierten Maximums um 

 = 460 nm nicht durch die Bildung von Eisen-III-thiocyanat hervorgerufen wird, sondern 

durch Halochromie des Abbauproduktes von Verbindung 26 bei Reaktion mit GSH.  

Somit handelt es sich bei dem zunächst positiven Nachweis um ein Artefakt und es konnte 

keine Bildung von GSSH durch Reaktion von Glutathion mit Pentathiepinen nachgewiesen 

werden. 

2.4.2 Bestimmung der Freisetzung von GSSG aus Pentathiepin 26 in Gegenwart von 

GSH 

Die Reaktion von Pentathiepinen mit Thiolen wurde in der Literatur mehrfach beschrie-

ben[36, 37] und die Wirkung der reduktiven Zerstörung des Pentathiepinrings untersucht.[45] 

Um zu untersuchen, ob die in CHATTERJI UND GATES 2003[37] beschriebene Bildung eines 

Disulfides durch die Reaktion eines Pentathiepins in Gegenwart von Mercaptoethanol in 

Chloroform auch auf wässrige Medien mit physiologischem pH-Wert in Gegenwart von 

Glutathion zutrifft, wurde eine HPLC-Methode zur Detektion von oxidiertem GSH (5.3.6) 

verwendet. 100 µM 26 wurde in GPx-Phosphatpuffer (siehe Kapitel  5.4.1.1)  mit 1 mM GSH 

für 15 min bei 37 °C umgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde anschließend chromatogra-
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phisch vermessen. Dabei wurden die Chromatogramme in Abbildung 38 erhalten. Der Ein-

fluss von DMF bei einer Detektionswellenlänge von  = 210 nm ist sehr deutlich zu erken-

nen. Der Unterschied in den Retentionszeiten zwischen dem detektierten Produkt und dem 

verwendeten Standard ist wahrscheinlich auf den Einfluss des DMF zurückzuführen. Qua-

litativ kann die Bildung von GSSG bei der Reaktion von Pentathiepin 26 mit GSH in wäss-

rigem Medium bei 10-fachem GSH-Überschuss als bestätigt angesehen werden.  

 

Abbildung 38: RP-HPLC-Chromatogramme der Freisetzung von GSSG aus Pentathiepin 26. A) RP-HPLC-
Chromatogramm von Verbindung 26 nach Inkubation mit GSH. Der Peak bei 13,31 min ist 
dem großen Peak von DMF aufgesetzt und entspricht der Retentionszeit von GSSG. B) RP-
HPLC-Chromatogramm von GSSG 83,3 µM. C) DMF in entsprechender Menge nach Inkuba-

tion mit GSH. Detektionswellenlänge:  = 210 nm, 1 mL min−1 
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2.4.3 Detektion des Abbauproduktes von Pentathiepin 25 

CHATTERJI UND GATES 2003[37] beschreiben die mercaptoethanolkonzentrationsabhängige 

Bildung unterschiedlicher Reaktionsprodukte mit Pentathiepinen in organischen Lösungs-

mitteln. Dabei kommt es bei niedrigeren Thiolüberschüssen zur Bildung eines Gemisches 

von Polysulfiden. Bei hohen Thiolüberschüssen kommt es zur Bildung eines Hauptproduk-

tes – ein vicinales, aromatisches Dithiol. Es stellte sich die Frage, ob der etwa 10-fache Gluta-

thionüberschuss, wie er im Glutathionperoxidaseassay vorhanden ist, ausreicht, um die 

Bildung des Hauptproduktes zu erreichen.  

Pentathiepin 25 wurde zu 20 µM in mobiler Phase mit 200 µM GSH in mobiler Phase ver-

setzt und nach 30 min durch Injektion von 100 µL dieser Lösung chromatographiert. Das 

Ergebnis ist in Abbildung 39 dargestellt.  

 

Abbildung 39: RP-HPLC Chromatogramme zur Detektion des Abbauproduktes von Pentathiepin 25. MN 
Nucleodur PolarTec, Acetonitril/Wasser (80/20), 1,0 mL min−1, Detektionswellenlängen ana-

lytspezifisch für maximale Sensitivität. A) 20 µM 25 in mobiler Phase B) 20 µM Pentathiepin 

25 inkubiert mit 200 µM GSH nach 30 min 

Wie in Abbildung 39 zu erkennen ist, kommt es unter den gewählten Bedingungen – ge-

ringe Konzentration und Reaktion in mobiler Phase – zur Bildung eines einzelnen Abbau-

produktes. Da aufgrund störender Einflüsse auf die Detektion in der HPLC in diesem Ex-

periment kein GPx-Puffer verwendet werden konnte, sondern auf mobile Phase als 
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Reaktionsmedium zurückgegriffen werden musste, wurden zusätzlich die Absorptions-

spektren der in der RP-HPLC erhaltenen Peaks mit Absorptionsspektren verglichen, die 

vor und nach Reaktion von GSH mit Pentathiepin 25 in GPx-Puffer erhalten wurden. Die 

UV-Vis-Spektren, aufgenommen entweder mit einem HPLC-DAD oder einem Spekol-Pho-

tometer, des durchgeführten Versuches sind in Abbildung 40 dargestellt. Sie zeigt deutlich 

den Einfluss des Phosphatpuffers und DMFs auf die Absorption im Bereich unterhalb von 

290 nm. Ersichtlich ist auch, dass die Maxima der Absorptionsspektren qualitativ überein-

stimmen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem im RP-HPLC-Ver-

such detektierten Abbauprodukt um das gleiche Produkt handelt, wie es auch unter phy-

siologischeren Bedingungen erhalten wird – wahrscheinlich um das vicinale, aromatische 

Dithiol.  

 

Abbildung 40: Vergleich der Absorptionsspektren der Abbauprodukte von Pentathiepin 25. Die gestrichel-
ten Linien zeigen die Absorptionsspektren der intakten Verbindung 25 und des Abbaupro-
duktes durchgeführt im wässrigen Medium bei pH = 7,4 bei Raumtemperatur. Die durchge-
zogenen Linien zeigen die im HPLC-Versuch erhaltenen Absorptionsspektren 

2.4.4 Zusammenfassung zur Untersuchung zu Abbauprodukten von Pentathiepinen 

Es konnte gezeigt werden, dass aus der Reaktion von Pentathiepin in Gegenwart hoher 

Konzentrationen Glutathion ein einzelnes Hauptabbauprodukt gebildet wird, welches so-

wohl bei pH = 7,4 entsteht, als auch in einem Gemisch organischem Lösungsmittel und Was-

ser. Dabei wird GSSG freigesetzt, wobei keine Freisetzung von GSSH detektiert werden 

konnte. Die Bildung von H2S wurde olfaktorisch festgestellt. Damit ist der postulierte Ab-

baumechanismus auch unter physiologischeren Bedingungen bestätigt. 



ERGEBNISSE 

 

56 

 

2.5 Untersuchungen der inhibitorischen Eigenschaften repräsentativer 
Pentathiepine an boviner GPx-1 

Pentathiepine wurden als Inhibitoren der GPx-1 identifiziert.[42] Abbildung 41 eigt den Ka-

talysezyklus der GPx-1. Die unterschiedliche Reaktivität der Pentathiepine gegenüber GSH 

bei gleichzeitig vergleichbarer inhibitorischer Wirkung auf die bovine GPx-1 wirft die Frage 

nach dem genauen Inhibierungsmechanismus auf. In vorhergegangenen Versuchen in un-

serem Arbeitskreis wurden uneindeutige Ergebnisse für die Art der Hemmung erhalten – 

kompetitiv/nicht-kompetitiv/unkompetitiv. Da die Bestimmung der Art der Hemmung 

eine uneingeschränkte Michaelis-Menten-Kinetik erfordert, kamen verschiedene Ursachen 

für die uneindeutigen Ergebnisse in Betracht. Dazu zählen irreversible Inhibierung (tight 

binding inhibitors, covalent inhibitors), zeitabhängige Inhibierung (slow binding inhibitors), In-

hibierung unter Verbrauch des Inhibitors (suicide inhibitors) sowie Reaktionen am aktiven 

Zentrum, die durch die Eigenschaft der Glutathionperoxidase bedingt sind, zwei Substrate 

zu besitzen. In einer Reihe von Experimenten wurden an ausgewählten Substanzen diese 

Möglichkeiten untersucht. 

 

Abbildung 41: Katalysezyklus der GPx-1 mit GR-Messreaktion. Peroxide, organisch oder anorganisch, oxi-
dieren das selenocysteinhaltige, aktive Zentrum der GPx zur Selenensäure.[91] Unter Ver-
brauch von zwei Äquivalenten GSH kommt es zur Reduktion, wobei ein Äquivalent GSSG 
gebildet wird. Das ebenfalls eingesetzte Enzym GR reduziert das Disulfid unter Verbrauch 
von NADPH zu 2 Äquivalenten GSH. Die gemessene Abnahme der optischen Dichte bei 

 = 340 nm ist proportional zur Abnahme der NADPH-Konzentration und somit zur GPx-1-
Aktivität 
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2.5.1 Reversibilität 

Die Bestimmung des IC50-Wertes dient zur vergleichenden Bestimmung der Affinitäten 

verschiedener Inhibitoren zum aktiven Zentrum eines Enzyms. Voraussetzung für die ein-

fache Bestimmung des IC50-Wertes als Maß für die Affinität ist das Vorliegen eines rever-

siblen, schnell bindenden Inhibitors. Liegt eine Besonderheit in der Bindungsmodalität vor, 

ist die ausschließliche Bestimmung der halbmaximalen Hemmkonzentration im steady state 

nicht ausreichend. Für die Bestimmung der Reversibilität gibt es mehrere Möglichkeiten. 

Die direkte Messung kann mittels Dialyse stattfinden (siehe Kapitel 5.4.1.2), dabei wird das 

Enzym mit dem Inhibitor inkubiert und anschließend gegen einen geeigneten Puffer dialy-

siert. Eine anschließende Aktivitätstestung des Enzyms ergibt, ob die Hemmung irreversi-

bel oder reversibel erfolgte. Steht die Möglichkeit der Dialyse, zum Beispiel aus Gründen 

der Stabilität des Enzyms, nicht zur Verfügung kann die einfach durchzuführende jump 

dilution (siehe Kapitel 5.4.1.3) genutzt werden. Dabei wird die 100-fache Enzymkonzentra-

tion mit der 10-fachen IC50-Konzentration inkubiert. Nach einer 30-minütigen Inkubations-

zeit wird das Reaktionsgemisch in dem vorbereiteten Enzymassay 100-fach verdünnt. Aus 

der gemessenen Enzymaktivität kann eine Aussage zur Reversibilität bzw. Irreversibilität 

abgeleitet werden.  

2.5.1.1 Dialyseversuche 

Für die Dialyseversuche wurden drei verschiedene Konditionen gewählt, die Durchfüh-

rung erfolgte wie in Kapitel 5.4.1.2 beschrieben unter Verwendung von Verbindung 26. 

Kurz zusammengefasst: Die bovine GPx-1 wurde unter drei verschiedenen Bedingungen 

mit dem Pentathiepin inkubiert. Die Enzymkonzentration entsprach dabei insoweit der 

normalen Assaykonzentration, als dass der anschließend durchgeführte Enzymassay mit 

den Konzentrationen aller Bestandteile des Standardassays (Kapitel 5.4.1.1) durchgeführt 

wurde. Einerseits wurde die GPx-1 mit DMF als Lösungsmittel inkubiert, andererseits mit 

Pentathiepin 26 in einer Konzentration von 2,5 µM in DMF. Das entspricht dem experimen-

tell bestimmten IC50-Wert der Substanz.[42] Eine dritte Bedingung beinhaltete zusätzlich 

2 mM GSH, um eine eventuelle Abhängigkeit von der Anwesenheit des einen Substrates zu 

erkennen. Nach 24 h Dialyse wurden folgende, in Tabelle 12 dargestellte Enzymaktivitäten 

erhalten:  
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Tabelle 12: Übersicht über die Ergebnisse des Dialyseversuchs zur Reversibilitätstestung. Dargestellt sind die 
Ergebnisse des an die Dialyse (24 h, 4 °C, GPx-Puffer) anschließenden GPx-Enzym-Assays in U L−1. 
Die relative Aktivität in Prozent ist auf die Kondition „GPx“ bezogen. Das Experiment wurde zwei-
fach durchgeführt. Assay ausgeführt bei Raumtemperatur. *n=1 

Unter Berücksichtigung, dass die normalerweise gemessene Enzymaktivität von GPx bei 

der eingesetzten Konzentration etwa 5 U L−1 entspricht, lassen die in Tabelle 12 dargestellten 

Ergebnisse des Reversibilitätstests mittels Dialyse folgende Schlussfolgerungen zu: Die Sta-

bilität von GPx ist bei 4 °C in Phosphatpuffer nicht ausreichend, um nach 24 h die Aktivität 

bestimmen zu können. Die erhaltenen Ergebnisse sind somit nicht auswertbar. Insbeson-

dere die Kondition bei der sowohl Inhibitor, als auch Glutathion eingesetzt wurden, weist 

eine sehr starke Schwankung auf. 

Da die Messung der Aktivität nach erfolgter Dialyse durchgeführt wurde, war es nicht 

möglich den Einfluss des als Reaktionsstarter eingesetzten tert-Butylhydroperoxides (t-

BHO) auf die Reversibilität des Inhibitors zu testen.   

Diese zwei Problemstellungen konnten durch die Verwendung der jump dilution gelöst 

werden. 

2.5.1.2 Jump Dilution Methode 

Um die Probleme des Dialyseversuches zu umgehen wurde als alternativer Versuch die 

jump dilution Methode verwendet. Dieser Versuch beruht auf der Grundlage, dass die Kon-

zentration des Enzyms bei vollreversiblen Inhibitoren keinen Einfluss auf den IC50-Wert 

besitzt. Die 100-fache Konzentration der GPx-1 wird mit der 10-fachen IC50-Konzentration 

des Inhibitors inkubiert. Nach einer 1:100-Verdünnung wird die Enzymaktivität gemessen 

und ausgewertet, ob sie der erwarteten Enzymaktivität bei Inhibierung durch den Inhibitor 

bei einer dem 0,1-Fachen der IC50-Konzentration entsprechenden Menge entspricht. Ist die 

Inhibierung größer, das heißt die Enzymaktivität geringer, handelt es sich nicht um einen 

vollreversiblen Inhibitor. Da GPx mehrere Kosubstrate besitzt, wurde die Reversibilitätste-

stung mittels jump dilution unter verschiedenen Bedingungen durchgeführt: I) mit GSH und 

Kondition U L−1 % Bereich / U L−1 

GPx (undialysiert) ≈5,0 – – 

GPx 0,96 100,00 0,62–1,30 

GPx + GSH 1,38 105,52 –* 

GPx + Inhibitor 1,04 108,33 0,67–1,70 

GPx + GSH + Inhibitor 1,88 242,59 1,43–2,32 
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t-BHO II) mit GSH III) ohne GSH und ohne t-BHO. Jede Bedingung erhält eine eigene Kon-

trolle (ohne Inhibitor) sowie einen eigenen Leerwert (ohne GPx, mit Inhibitor). Der Leer-

wert dient der Kontrolle, ob die einzelnen Bestandteile miteinander reagieren. Grundlagen 

und genaues Vorgehen bei diesem Versuch sind in Kapitel 5.4.1.3 beschrieben. Abbildung 

42 zeigt die Ergebnisse des jump dilution Experimentes für Mercaptobernsteinsäure (MSA), 

einem bekannten irreversiblen Inhibitor und Pentathiepin 26. 

 

Abbildung 42: Ergebnisse der jump dilution für Pentathiepin 26 und MSA an boviner GPx-1. Links: Penta-
thiepin 26. Rechts: MSA. Gepunktete Linie: Enzymaktivität bei jeweiliger 0,1-fachen IC50-
Konzentration. I) GSH + t-BHO, II) GSH, III) kein Substrat, a) mit GPx, b) ohne GPx, n≥3. Sig-
nifikanzniveau ** p ≤ 0,01 

Es ist zu erkennen, dass keine der für Pentathiepin 26 getesteten Konditionen eine stärkere 

Hemmung der Glutathionperoxidase im Vergleich zu in einer Konzentration des 0,1-Fa-

chen des IC50 (IC50 = 2,5 µM) frisch hinzugegebenem Inhibitor zeigt. Somit scheint das Penta-

thiepin 26 ein vollreversibler Inhibitor der Glutathionperoxidase zu sein, wogegen für MSA 

die Kondition Ia eine signifikant geringere Aktivität im Vergleich zum 0,1-Fachen des IC50 

(IC50 = 0,6 µM) der GPx zeigt, während alle anderen Konditionen keine verringerte Aktivität 

zeigen. Bei der Kondition Ia wurden alle Bestandteile des GPx-Assays inklusive des Per-

oxides zum Reaktionsstart hinzugegeben. Dieses Ergebnis lässt den Schluss zu, dass es sich 

bei MSA um einen irreversiblen oder langsam reversiblen Inhibitor der bovinen GPx-1 han-

delt. Es scheint zum Ablaufen der Enzymreaktion kommen zu müssen, um eine irreversible 

oder langsam reversible Hemmung zu bewirken.  

2.5.2 Inkubationsbedingte Änderungen der Enzymhemmung 

Die im vorigen Kapitel behandelte Reversibilität der Hemmung beschreibt die Geschwin-

digkeit der Dissoziation des Enzym-Inhibitor-Komplexes. Auch bei dessen Bildung kann 
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es zu Abweichungen vom normalen Verhalten kommen, welche die Enzymkinetik beein-

flussen. Im Fall der Pentathiepine spielten zwei Möglichkeiten eine Rolle. Die erste Mög-

lichkeit beschreibt einen slow binding Inhibitor, welcher mit einer gewissen Verzögerung 

einen Enzym-Inhibitor-Komplex bildet. Um dies zu untersuchen wurde die Abhängigkeit 

der Enzymgeschwindigkeit von der Inkubationszeit mit einer einzelnen Konzentration des 

Inhibitors untersucht. Eine zweite Möglichkeit beinhaltet eine Reaktion zwischen dem Sub-

strat GSH und dem Inhibitor, bevor es zur Enzymhemmung kommen kann. Diese Mög-

lichkeiten wurden auf verschiedenen Wegen untersucht. 

2.5.2.1 Inkubation der Pentathiepine 25 und 26 mit allen Bestandteilen des GPx-Assays und 

Messung der Enzymaktivität in Abhängigkeit von der Inkubationszeit 

Um zu überprüfen, ob die Vorlagezeit im GPx-Assay einen Einfluss auf die gemessene En-

zymaktivität hat, wurden die Pentathiepine 25 und 26 bei ihrer IC50-Konzentration im GPx-

Assay getestet, wie er in Kapitel 5.4.1 beschrieben ist. Alle Assaybestandteile außer dem 

Inhibitor sowie dem Peroxid wurden zu Beginn des Assays vorgelegt. Aller zwei Minuten 

wurde eine 10-fach konzentrierte Inhibitorlösung 1:10 in den Ansatz verdünnt. Insgesamt 

wurde die Inkubation über 20 min durchgeführt. Unmittelbar nach der elften Zugabe des 

Inhibitors wurde der Assay mittels Zugabe des Peroxids gestartet und entsprechend aus-

gewertet. Als Kontrolle wurde anstelle des Inhibitors eine entsprechende Menge Lösungs-

mittel DMF hinzugegeben. Tabelle 13 gibt die Ergebnisse der Enzymaktivitätsmessung 

wieder.  

Tabelle 13: GPx-1-Aktivität in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer des Pentathiepins 25 oder 26 bei 
Raumtemperatur. Angabe der gemessenen relativen Enzymaktivität in %. 0 min – unmittelbar 
nach Zugabe des Inhibitors wurde der Assay gestartet 

Für keine der beiden getesteten Substanzen konnte eine Abhängigkeit der Enzymhem-

mung von der Inkubationszeit im Enzymassay gezeigt werden. Das bestätigt die Ergeb-

nisse des jump dilution Assays, dass es keine irreversible Enzymhemmung gibt.  

Zeit / min 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 

DMF 100,0 102,7 99,4 89,8 98,6 98,9 97,3 98,8 98,2 98,6 105,5 

0,5 µM 25 50,2 44,6 56,3 51,5 51,8 54,9 58,3 59,6 60,1 60,9 62,0 

2,5 µM 26 37,1 35,9 37,8 40,9 37,6 37,7 40,1 31,9 38,3 40,9 36,8 
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2.5.2.2 Inkubation von Pentathiepin 26 mit GSH und Testung des Ansatzes im GPx-Assay im 

Zeitverlauf 

Die 10-fache IC50-Konzentration von Verbindung 26 (25 µM) wurde mit der 10-fachen As-

say-Konzentration von GSH (2,5 µM) versetzt und aller 3 min in eine vorbereitete Küvette 

pipettiert, welche die sonstigen Assay-Bestandteile enthielt (Kapitel 5.4.1.1). Sofort wurde 

der Assay durch Zugabe des Peroxides gestartet und die Abnahme der NADPH-Absorp-

tion bei  = 340 nm über 120 s gemessen. Tabelle 14 fasst die Ergebnisse dieses Experimentes 

zusammen.  

Tabelle 14: Hemmung der bovinen GPx-1 durch Pentathiepin 26 nach Inkubation des Pentathiepins mit GSH 
bei Raumtemperatur. Verdünnung des Reaktionsgemisches aus 25 µM Pentathiepin 26 und 
2,5 mM GSH 1:10 in den vorbereiteten Enzymassay aller tx min. Kontrolle – 2,5 mM GSH 1:10 in 
den vorbereiteten Enzymassay verdünnt. Relative Aktivität bezogen auf die Aktivität der Kon-
trolle  

Für die Dauer von 12 min hat die Inkubation des Pentathiepins 26 mit GSH keinen Einfluss 

auf die gemessene Enzymaktivität. Obwohl die Pentathiepinstruktur dabei abgebaut wird, 

was ein deutlicher Hinweis darauf ist, dass das intakte Pentathiepin nicht direkt die Wir-

kung an boviner GPx-1 verursacht, sondern Abbauprodukte der Reaktion mit GSH min-

destens an der Wirkung beteiligt sind. 

2.5.2.3 Initiales Inkubieren von Pentathiepin 26 mit Glutathionreduktase und anschließendem 

Enzymassay  

In Vorversuchen hat sich gezeigt, dass die Reaktion von Pentathiepinen und GSH zur Bil-

dung von GSSG führt (siehe Kapitel 2.4.2). Wie in Abbildung 41 ersichtlich ist, stellt GSSG 

ein Substrat der GR dar, welche die Messreaktion des GPx-Assays katalysiert. Die voran-

gegangenen Versuche haben gezeigt, dass die Reaktion so effektiv ablaufen kann, dass der 

Enzymassay nicht ausgewertet werden kann. Die Fragestellung war daher, ob das vorhe-

rige Reagierenlassen der Indikatorreaktion eine Auswertung des Assays ermöglicht. Um 

den Einfluss der Reaktion auf das Assaysystem zu testen, wurde ein abgewandelter GPx-

Assay verwendet. Dafür wurde die 10-fache IC50-Konzentration von Pentathiepin 26, 

6,25 µM, mit 2,5 mM GSH inkubiert und in serieller Verdünnung untersucht. Nachdem alle 

Bestandteile des Assays außer GPx sowie dem Peroxid vorhanden waren, wurde zunächst 

gewartet, bis keine Abnahme von NADPH bei  = 340 nm mehr beobachtet werden konnte. 

 Kontrolle t0 min t3 min t6 min t9 min t12 min 

Enzymaktivität / U L−1 4,61 1,82 1,82 1,82 1,93 2,14 

Relative Aktivität / % 100,0  39,5  39,5 39,5 41,9 46,5 
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Anschließend wurde GPx hinzupipettiert und die Reaktion durch Zugabe des Peroxids ge-

startet. Ein uninkubierter Inhibitor wurde identisch behandelt und in der IC50-Konzentra-

tion getestet. Nachfolgend ist die von Kapitel 5.4.1 abweichende Pipettierreihenfolge des 

GPx-Assays zusammengefasst:  

Tabelle 15: Abweichende Pipettierreihenfolge GR Inkubation. Die verwendeten Konzentrationen der Lösun-
gen mit Ausnahme von t-BHO entsprechen denen des GPx-Assays in Kapitel 5.4.1  

Bei diesem Experiment stellte sich heraus, dass das Abreagieren durch die Glutathionre-

duktase vor der Hinzugabe der Glutathionperoxidase zu einer Inaktivierung des Pentathie-

pins als Glutathionperoxidaseinhibitor führt, was in Tabelle 16 ersichtlich ist:  

Tabelle 16: Gemessene Aktivität boviner GPx-1 nach vorherigem Umsatz des Assayansatzes mit GR, bei 
Raumtemperatur 

Besonders auffällig ist die Beobachtung, dass nicht nur die mit Glutathion vorinkubierten 

Ansätze keine Enzymhemmung mehr zeigten, sondern auch der Ansatz, welcher lediglich 

dem Abbau der GR unterlag (0,625 µM frisch). Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass 

durch die GR Reaktionsprodukte der Reaktion des Pentathiepins mit GSH abgebaut wer-

den und die Desaktivierung des Pentathiepins durch Glutathion dadurch beschleunigt 

wird. Wie auch schon die Aktivitätsmessung nach Umsatz mit GSH in Kapitel 2.5.2.2. zeigt 

das Ergebnis dieses Experimentes, dass die Hemmung der bovinen GPx-1 wahrscheinlich 

durch Reaktionsprodukte der Reaktion des Pentathiepins mit GSH hervorgerufen wird. 

Diese Produkte werden durch die GR anscheinend abgebaut. 
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 ohne GPx Kontrolle inkubierter Inhibitor frischer Inhibitor 

Puffer 180  µL 150  µL 180  µL 150  µL 
Inhibitorlösung 0  µL 0  µL 30  µL 30  µL 

extra LM 30  µL 30  µL  0  µL  0  µL 
GSH 30  µL 30  µL 0  µL 30  µL 

GR/NADPH 30  µL 30  µL 30  µL 30  µL 

 Fortsetzen, wenn keine Abnahme der Absorption mehr erfolgt.  

GPx 0  µL 30  µL 30  µL 30  µL 
225 µM t-BHO 30  µL 30  µL 30  µL 30  µL 

Konz. / µM 5 2,5 1,25 0,625 0,313 0,156 0,078 0,039 0,020 
0,625 

frisch 

Aktivität / % 77,07 91,85 88,15 92,48 94,22 96,01 92,12 92,75 93,18 91,84 

rel. SD / % 7,43 7,42 3,18 2,87 5,36 6,48 10,96 5,11 6,57 6,44 
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2.5.3 Hemmung der bovinen GPx-1 durch Hydropersulfide und H2S 

Die Kapitel 2.5.2.3 und 2.5.2.3 werfen die Frage auf, inwieweit reaktive Schwefelspezies, die 

aus den Pentathiepinen durch GSH gebildet werden könnten, an der Hemmung der Gluta-

thionperoxidase beteiligt sind. Um dieser Frage nachzugehen, wurde sich der Eigenschaft 

von Schwefelwasserstoff bedient, in Gegenwart von Polysulfiden reaktive Schwefelspezies 

zu bilden.[23] 

Dem beschriebenen Vorgehen in Kapitel 5.4.1.7 folgend, wurde der IC50-Wert für Na2S so-

wie der hypothetische IC50-Wert für in-situ erzeugtes GSSH bestimmt. Der hypothetische 

IC50-Wert bezieht sich dabei auf die eingesetzte Startkonzentration an GSSG und Na2S. Da 

die Versuche in einem Phosphatpuffer bei pH = 7,4  durchgeführt wurden, entspricht der 

errechnete IC50-Wert für Na2S dem von H2S, da sich aus beiden Substanzen pH-bedingt das 

gleiche Verhältnis an protonierten und deprotonierten Spezies bildet: 

Die Versuche wurden mindestens dreimal im betreffenden Konzentrationsbereich durch-

geführt. Abbildung 43 zeigt die Messergebnisse des Assays.  

 

Abbildung 43: Bestimmung der IC50-Werte von Na2S und GSSH an boviner GPX-1 bei Raumtemperatur. Die 
Abbildung zeigt alle Messwerte über alle Versuche (n≥3). Nicht in die Berechnung einbezo-
gene Werte sind rot markiert. Bei dem Ergebnis für GSSH handelt es sich um einen hypo-
thetischen Wert, auf die Ausgangskonzentration der Ausgangsstoffe bezogen, da keine ab-
solute Konzentration bekannt ist 

GSSG + HS– ⇋ GSH + GSS– (2—13) 

Na2S → 2 Na
+ + S2− (2—14) 

S2− ⇋  HS− ⇌ H2S (2—15) 
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Auffällig in Abbildung 43 ist, dass die Aktivität der GPx-1 bei höheren Konzentrationen 

von GSSH scheinbar steigt. Wie in Formel (2—13) dargestellt ist, wird GSSH in situ aus 

GSSG erzeugt. Der Umsatz dabei erfolgt nicht vollständig. Das bedeutet, dass auch immer 

GSSG mit in den Assay übertragen wird. Da GSSG ein Substrat der GR ist, wird dadurch 

die Messreaktion beeinflusst und die Aktivität der GPx-1 steigt scheinbar. 

Dieses Experiment zeigt, dass Natriumsulfid, respektive Schwefelwasserstoff, ein schwa-

cher Hemmer der Glutathionperoxidase ist. Die Schwankung des Ergebnisses ist wahr-

scheinlich auf die Bildung volatiler H2S-Spezies zurückzuführen.  

Der IC50-Wert von 12,12 µM für GSSH ist sehr niedrig und dennoch als zu hoch einzuschät-

zen, da die Vollständigkeit der Bildung von GSSH aus den beiden Ausgangsstoffen nicht 

eingeschätzt werden kann. FRANCOLEON et al. 2011[23] bewerten die Ausbeute der GSSH 

Bildung auf Grundlage von Messungen der GSSG- und GSH-Konzentrationen als 30 %. Der 

bestimmte IC50-Wert für GSSH liegt somit schätzungsweise bei 4 µM.  

2.5.4 Bestimmung enzymkinetischer Parameter 

Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente ließen die Erkenntnis zu, dass der GPx-

Assay in der verwendeten Form geeignet ist, um weitere enzymkinetische Parameter, wie 

zum Beispiel den Ki-Wert des Pentathiepins zu bestimmen. Der Ki-Wert ist die Gleichge-

wichtskonstante der Bildung und Dissoziation des Enzym-Inhibitor-Komplexes und be-

schreibt die Hemmung quantitativ genauer als der beobachtete IC50-Wert, da dieser von 

den gewählten Assaybedingungen abhängig ist.[92] Gleichzeitig ist es möglich, aus den da-

zugehörigen Experimenten die Art der Hemmung zu berechnen, wie es in Kapitel 5.4.1.5 

beschrieben ist.  

2.5.4.1 Versuchte Bestimmung des Ki-Wertes gegen GSH von Pentathiepin 26 

Um den Ki-Wert zu bestimmen, wurde die Hemmung der bovinen GPx-1 mit verschiede-

nen Pentathiepin- und GSH-Konzentrationen untersucht. Die Hemmung wurde bei Kon-

zentrationen des Pentathiepins 26 zwischen 0–10 µM und GSH-Konzentrationen zwischen 

0–4 mM bestimmt. Allerdings konnte der Versuch nicht ausgewertet werden, da bereits 

ohne Anwesenheit des Enzyms GPx-1 folgendes Verhalten beobachtet wurde: 
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Abbildung 44: Abnahme der Absorption im GPx-Assay in Abwesenheit von GPx-1 bei Raumtemperatur. Bei 
einer Konzentration von 3 mM GSH wurden unterschiedliche Konzentrationen von Penta-

thiepin 26 getestet. Dargestellt ist die Abnahme der Absorption bei  = 340 nm nach Zugabe 
aller Assaybestandteile ohne Zugabe von GPx-1. Die Reaktion zwischen GSH und Pentathie-
pin 26 beeinflusst die Messreaktion stark 

Obwohl sich in diesem Experiment bereits auf die Konzentrationen von GSH bis maximal 

4 mM beschränkt wurde, beeinflusst die Reaktion zwischen Pentathiepin 26 und GSH ohne 

Anwesenheit von GPx-1 die Messreaktionskinetik so stark, dass die Auswertung der erhal-

tenen GPx-Aktivitäten nicht möglich war. 

2.5.4.2 Bestimmung des Km-Wertes von t-BHO an boviner GPx-1 

Um die Probleme bei der Bestimmung des Ki-Wertes von Pentathiepin 26 zu umgehen, 

sollte der Versuch bei gleichbleibender GSH-Konzentration von 250 µM erfolgen, während 

die Konzentration des zweiten Kosubstrates t-BHO, verändert wurde, um so eine Bestim-

mung eines Ki-Wertes zu ermöglichen. Dazu war es notwendig, zunächst den Km-Wert von 

t-BHO als GPx-1-Substrat zu bestimmen. Die Bestimmung erfolgte, wie in Kapitel 5.4.1.6 

beschrieben und führte zu den nachfolgend beschriebenen Ergebnissen.  
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Abbildung 45: Bestimmung des Km-Wertes von t-BHO in  boviner GPx-1 bei Raumtemperatur. Die Abbil-
dung stellt die gemessene GPx-Aktivität in Abhängigkeit von der Konzentration an t-BHO 
dar – links als lineare, rechts als halblogarithmische Auftragung c(GSH) = 250 µM. Eingezeich-
net sind die Ergebnisse für Vmax sowie Km. Unterschiedliche Symbole stehen für die drei un-
abhängigen Durchführungen 

Bei einer Konzentration von 250 µM GSH erfolgt das Erreichen der halbmaximalen Reakti-

onsgeschwindigkeit von 2,61 U L−1 bei einer Konzentration von 22,68 ± 3,34 µM, ausgehend 

von einer bestimmten maximalen Umsatzgeschwindigkeit Vmax von 5,22 ± 0,48 U L−1. Dieser 

Wert stellt den Km-Wert für t-BHO an der Glutathionperoxidase dar. Der Km-Wert liegt da-

mit im Bereich für publizierte Werte für H2O2 in CARSOL et al. 1997[93], wo ein Wert von 

27 µM angegeben ist.  

2.5.4.3 Versuch der Bestimmung des Ki-Wertes von Pentathiepinen an GPx-1 gegen t-BHO 

Unter Verwendung der in 2.5.4.2 bestimmten Michaelis-Menten-Konstante für t-BHO 

wurde der Versuch unternommen, den IC50-Wert sowie den Ki-Wert für die Pentathiepine 

25 und 26 zu bestimmen. Dafür wurde nach Bedingungen entsprechend Kapitel 5.4.1.1, mit 

Ausnahme der veränderten Konzentration für das Peroxid, vorgegangen. Konzentrations-

Aktivitäts-Beziehungen für beide Verbindungen sind in Abbildung 46 dargestellt.  
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Abbildung 46: Konzentrations-Aktivitäts-Kurven mit [t-BHO] = Km für bovine GPx-1 bei Raumtemperatur 
links: Pentathiepin 26 5 ⋅ 10–3–5,0 µM – rechts: Pentathiepin 25 5 ⋅ 10–3–10,0 µM. Ab 2,5 µM 
eingesetztem Pentathiepin kommt es zu einem Anstieg der gemessenen Enzymaktivität (rot 
markiert) 

Durch die geringere Reaktionsgeschwindigkeit der GPx-1, hervorgerufen durch die verrin-

gerte eingesetzte Substratkonzentration, wirkt sich die Reaktion des Pentathiepins mit dem 

Substrat GSH stärker auf die Messreaktion aus, als unter Standardbedingungen. IC50-Werte 

sind so nur abzuschätzen, eine verlässliche Bestimmung des Ki ist nicht möglich. Für beide 

Pentathiepine lässt sich ein IC50-Wert von etwa 0,625 µM mit großer Unsicherheit graphisch 

bestimmen.  

2.5.5 Zusammenfassung zur Untersuchung inhibitorischer Eigenschaften 

Ein repräsentatives Pentathiepin wurde mittels jump dilution als reversibler Inhibitor der 

GPx-1 identifiziert. Es konnte keine zeitabhängige Hemmung festgestellt werden. Weiter-

hin führte die Vorinkubation eines Pentathiepins mit GSH nicht zu einer veränderten inhi-

bitorischen Wirkung, obwohl ein Abbau unter diesen Bedingungen erfolgte. Wurde der 

Ansatz vor der Zugabe von GPx-1 mit GR umgesetzt, zeigte sich keine inhibitorische Wir-

kung des Pentathiepins mehr, was auf eine Beteiligung von Abbauprodukten an der Hem-

mung, sowie auf die Notwendigkeit eines zu Beginn des Assays intakten Pentathiepinrings 

für die Hemmung hindeutet. Ein mögliches, wenn auch nicht nachgewiesenes, reaktives 

Abbauprodukt, GSSH, wurde als möglicher Hemmer der GPx-1 identifiziert, wogegen H2S 

keine starke Hemmung der GPx-1 zeigte. Das eröffnet ebenfalls die Möglichkeit der Wir-

kung durch Abbauprodukte. Diese Reaktionen jedoch führten dazu, dass eine Bestimmung 

enzymkinetischer Parameter aufgrund der Beeinflussung der Messreaktion nicht möglich 

war.  
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2.6 Entwicklung eines GPx-Aktivitäts-Assays mittels RP-HPLC 

Da die Reaktion von Pentathiepinen mit GSH GSSG (Kapitel 2.4.2) und wahrscheinlich 

zusätzlich andere Polysulfide erzeugt, wird die Messreaktion des Glutathionperoxidase-

assays gestört. Die GR reduziert dabei GSSG unter Verbrauch von NADPH. Dass die GR 

nicht nur GSSG sondern auch andere Polysulfide als Substrate reduzieren kann,[94] trägt 

zusätzlich zur Beeinflussung des Assays bei der Messung der inhibitorischen Aktivität von 

Pentathiepinen bei. Dies stellte insbesondere bei der Bestimmung enzymkinetischer 

Parameter ein Problem dar. Dabei werden Enzymaktivitäten in Gegenwart des Inhibitors 

bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen gemessen, die sich in einem 

Konzentrationsbereich von [S] = Km befinden. Der Km-Wert für Glutathion an der bovinen 

GPx-1 wurde zu 1,7 mM bestimmt.[82] Die Verwendung dieser hohen 

Glutathionkonzentration führte durch den Abbau der Pentathiepine zu nicht auswertbaren 

Ergebnissen. Die Hypothese war, dass durch das Entfernen der NADPH-Messreaktion, 

diese störenden Einflüsse eliminiert werden können. Deshalb wurde der Versuch 

unternommen, die Messung der GPx-Aktivität unabhängig von der NADPH-Messreaktion 

mittels RP-HPLC durch direkte Quantifizierung des gebildeten GSSG der GPx-1-Reaktion 

zu bestimmen. Um den Übertrag der Methode auf die HPLC zu ermöglichen, waren drei 

Hauptvoraussetzungen erforderlich:  

1) Die Reaktion der GPx-1 muss nach einer gewissen Reaktionszeit sofort gestoppt 

werden können, um die Menge des gebildeten GSSG zu bestimmen.  

2) Im Gegensatz zum Mikrotiterplattenassay mit der NADPH-Messreaktion ist ohne 

die GR eine kontinuierliche Messung nicht möglich. Die Enzymaktivität muss mit-

tels initialer Geschwindigkeit bestimmt werden. Die Messmethode muss demnach 

eine Nachweisgrenze (LOD) besitzen, die so hoch ist, dass eine fünfzigprozentige 

Hemmung des Enzyms bestimmt werden kann.  

3) Um Vergleichbarkeit zu gewährleisten, sollten die Ergebnisse mit den Werten über-

einstimmen, die mittels Mikrotiterplattenassay mit NADPH-Messreaktion be-

stimmt wurden.  

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Beurteilung der vorangestellten drei Punkte be-

sprochen.  
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2.6.1 Entwicklung einer RP-HPLC-Methode zur gleichzeitigen Quantifizierung von GSH 

und GSSG 

Die in Kapitel 5.3.6 beschriebene Methode zur Detektion von GSSG wurde zur Aktivitäts-

bestimmung der GPx-1 verwendet. Eine Quantifizierung ist für Substanzen möglich, die 

eine Retentionszeit über 6 min und somit einen Kapazitätsfaktor von ≥1 aufweisen. Da we-

der GSH noch GSSG ein ausladendes Chromophor besitzen (siehe Abbildung 47), wird 

GSH in der Literatur erst derivatisiert und durch UV-Vis-Spektroskopie bzw. Fluorimetrie 

detektiert.[95] Da es wichtig war, die Reaktionslösung so schnell wie möglich mittels HPLC 

zu quantifizieren, wurde auf eine Derivatisierung verzichtet. Anstatt GSH und GSSG zu 

derivatisieren, wurde die relativ schwache Absorption der Peptidbindungen des GSH bzw. 

GSSG direkt bei einer Wellenlänge von 210 nm photometrisch gemessen.  

 

Abbildung 47: Strukturen von L-Glutathion und L-Glutathiondisulfid 

Unter Verwendung einer Umkehrphase (Machery Nagel EC 250/4 Nucleodur PolarTec, 

5 µm) und einer mobilen Phase von 2 % Acetonitril in 10 mM Phosphatpuffer pH = 3 konn-

ten sowohl Glutathion, als auch Glutathiondisulfid mit ausreichend langen Retentionszei-

ten detektiert werden (tR(GSH) = 6,7 min und tR(GSSG) ≈ 12 min).  

2.6.2 Probenkonservierung 

Im Verlauf der Entwicklung des Assays stellte sich die Probenkonservierung als der kri-

tischste Punkt bei der Verwendung der HPLC als Analysemethode für den GPx-Assay her-

aus. Standardmäßig wird die Oxidation von Glutathion dadurch verhindert, dass die Probe 

mit einem Phosphorsäurederivat angesäuert wird[96-98] oder der Nachweis nach Derivatisie-

rung durchgeführt wird.[97, 99, 100] Aufgrund des 50 mM Phosphatpuffers in der Analysenlö-

sung war ein Ansäuern nur unter starker Verdünnung möglich bzw. führte zu Artefakten 

im HPLC-Chromatogramm, wenn das Ansäuern mit konzentrierten Säuren erfolgte (siehe 

Abbildung 48).  
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Abbildung 48: Bildung von Artefakten im RP-HPLC-Chromatogramm durch niedrigen pH-Wert. A) Bei Ver-
wendung von MS zum Stoppen der Enzymreaktion kommt es durch Oxidation zur geringen 
Bildung von GSSG während der Standzeit im Autosampler. B) pH = 1,2; niedrige pH-Werte 
verhindern die zusätzliche Bildung von GSSG, führen aber zu Doppelpeaks von GSH und 
GSSG sowie erniedrigten Retentionszeiten im RP-HPLC-Chromatogramm 

Aus diesem Grund wurde sich dafür entschieden, die Enzymreaktion unter Verwendung 

von Mercaptobernsteinsäure, einem starken, irreversiblen Inhibitor der GPx, zu stoppen. 

Mithilfe dieser Methode konnte die Bestimmung der Enzymaktivität mittels RP-HPLC 

durchgeführt werden. Die RP-HPLC-Chromatogramme aus Abbildung 49 zeigen, dass die 

Durchführung des GPx-Assays und das Stoppen der Enzymreaktion prinzipiell funktionie-

ren.  

 

Abbildung 49: RP-HPLC-Chromatogramm und Auswertung des Anstieges der GSSG-Konzentration im RP-
HPLC-basierten GPx-Assay. Links: RP-HPLC-Chromatogramme von GSH und GSSG im GPx-
Assay. Die Enzymreaktion wurde aller drei Minuten durch Pipettieren von 900 µL des Reak-
tionsansatzes zu 100 µL einer 5 mM Lösung von Mercaptobernsteinsäure gestoppt. Mittels 
HPLC wurde die GSSG-Konzentration über die Zeit bestimmt. Rechts: Auswertung der Peak-
flächen von GSH und GSSG im GPx-Assay 
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Die GSH-Konzentration nimmt kontinuierlich ab (Peak bei 6,7 min), während die GSSG-

Konzentration kontinuierlich zunimmt (Peak bei 12,8 min). Nach Abschluss der Messungen 

wurde ein weiteres Mal die erste Probe (t = 0 min) vermessen, um die Änderung der GSSG-

Konzentration zu überprüfen, welche durch die Standzeit im Autosampler zustande 

kommt. Die im Autosampler gebildete Menge GSSG ist zu vernachlässigen; somit ist Mer-

captobernsteinsäure geeignet, nach der Probenentnahme die Reaktion zu stoppen. Wie in 

Abbildung 49 ebenfalls zu sehen ist, verlaufen die Abnahme der GSH-Konzentration sowie 

die Zunahme der GSSG-Konzentration annähernd linear, was die Bestimmung der Enzym-

aktivität ermöglicht. 

2.6.3 Charakterisierung der Kalibrierfunktion für GSSG 

Die Grenzen der Methode ergeben sich hauptsächlich aus den Grenzen der GSSG-Konzent-

rationsbestimmung. Der erste Messpunkt muss oberhalb der Bestimmungsgrenze (LOQ) 

liegen. Daraus und aus der Gegebenheit, dass es sich um eine Bestimmung der Initialge-

schwindigkeit handelt, ergeben sich Mindestenzymaktivitäten, die gemessen werden kön-

nen. Im Folgenden sind die Nachweisgrenze sowie die Bestimmungsgrenze gemäß ICH 

Guideline Validation of Analytical Procedures[101] bestimmt:  

LOD  =  detection limit – Nachweisgrenze 

 = Standardabweichung des Schnittpunkts der Kalibrationsgerade mit der Y-Achse 
S  =  slope – Anstieg der Kalibrationsgerade 

LOQ  =  quantitation limit – Bestimmungsgrenze 

 = Standardabweichung des Schnittpunkts der Kalibrationsgerade mit der Y-Achse 
S  =  slope – Anstieg der Kalibrationsgerade 

Zur Bestimmung beider Werte wurde eine GSSG-Kalibrationsgerade mit den Konzentrati-

onen 1,85 – 5,56 – 16,67 – 50,00 –150,00 µM GSSG dreimal unabhängig voneinander aufge-

nommen und die entsprechenden Parameter errechnet. Die Ergebnisse unter Verwendung 

von GPx-Puffer sowie 0,1 % DMF als Lösungsmittel für Inhibitoren sind in der folgenden 

Tabelle dargestellt: 

 

LOD =
3,3

S
 (2—16) 

LOQ =
10

S
 (2—17) 
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Tabelle 17: Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze von GSSG unter Verwendung zweier Lösungs-
mittel 

Das bedeutet, dass die erste gemessene GSSG-Konzentration nicht niedriger sein darf, als 

die entsprechende Bestimmungsgrenze. Der in Kapitel 5.4.2 beschriebene GPx-Assay hält 

diese Vorgaben ein.  

Da es sich bei der Detektion bei  = 210 nm um eine grenzwertige Detektion am cut-off des 

Phosphatpuffers handelt, wurde mittels einer weiteren GSSG-Kalibrationsgeraden 

(6,00 – 12,00 –24,00 –50,00 – 150,00 µM) die Richtigkeit der Methode bestimmt. Dazu wurde 

eine assayähnliche Probe mit 9,00, 12,00, 24,00, 48,00, sowie 96,00 µM GSSG versetzt und 

die Wiederfindung bestimmt. Die Probe wurde behandelt wie eine Kontrolle des GPx-As-

says, wurde jedoch vor der Zugabe von t-BHO der Analyse unterzogen. Das Experiment 

wurde sechsmal durchgeführt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt: 

Tabelle 18: Richtigkeit des RP-HPLC basierten GPx-Assays 

Die Wiederfindung von GSSG lag zwischen 101,88 % im unteren Konzentrationsbereich 

und 90,57 % im oberen Konzentrationsbereich. Die Präzision der niedrigeren Konzentrati-

onen wurde zu 16,58 % bestimmt, während sie sich im oberen Konzentrationsbereich auf 

bis zu 7,85 % verbesserte. 

Die Wiederholpräzision wurde durch 10-fach-Injektion des mit 9 µM GSSG gespikten Stan-

dards zu 3,5 % berechnet.  

Die vergleichsweise niedrige Reproduzierbarkeit ist auf die Detektionsmethode zurückzu-

führen, für diesen Enzymassay jedoch ausreichend, da Unterschiede zwischen Testsubstan-

zen erst ab 5–10-fachen Unterschieden als relevant angesehen werden können.[102] Somit ist 

die HPLC-Methode prinzipiell geeignet die Enzymaktivität von boviner GPx-1 durch di-

rekte Messung des Reaktionsproduktes zu bestimmen. 

Lösungsmittel: GPx-Puffer 0,1 % DMF 

Nachweisgrenze 1,08 µM 1,82 µM 

Bestimmungsgrenze 3,28 µM 5,53 µM 

Zielkonzentration / µM mittleres Ergebnis / µM % RSD / % 

9,00 9,17 101,88 16,58 

12,00 11,66 97,13 12,70 

24,00 21,85 91,03 9,26 

48,00 43,47 90,57 7,85 

96,00 87,46 91,10 9,81 
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2.6.4 Vergleich der Ergebnisse des RP-HPLC- und NADPH-Mikrotiterplattenassays am 

Beispiel Mercaptobernsteinsäure 

Zur Überprüfung, ob der neue RP-HPLC-basierte Enzymassay vergleichbare zu dem klas-

sischen NADPH-Mikrotiterplattenassay lieferte, wurde der IC50-Wert von Mercaptobern-

steinsäure verwendet. Die eingesetzten Konzentrationen für GSH (1,7 mM) und der GPx-1 

(0,015 U mL−1) unterscheiden sich vom Standard-Assay, um die Bestimmung enzymkineti-

scher Parameter zu ermöglichen.[82]  

Nach dreifacher Durchführung des Versuches wurden die in Abbildung 50 dargestellten 

Werte erhalten:  
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IC50 = 24,20 µM

CI95 =  18,81–30,86 µM

 

Abbildung 50: Dosis-Aktivitäts-Kurve von Mercaptobernsteinsäure im RP-HPLC-GPx-Assay 

Der mit dem HPLC-Assay bestimmte Wert von 24,20 µM entspricht dem im Mikrotiteras-

say bestimmten Wert in BEHNISCH-CORNWELL et al. 2019[82]  von 24,73 µM unter den glei-

chen Bedingungen hinsichtlich eingesetzter Konzentrationen.  

Jedoch konnte der RP-HPLC-Assay zur Bestimmung der inhibitorischen Aktivität der Pen-

tathiepine nicht verwendet werden. Während der Standzeit im Autosampler kam es in Ge-

genwart von Pentathiepin und Peroxid zur Oxidation von GSH zu GSSG. Diese Oxidation 

konnte durch MS nicht unterbunden werden. 
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2.7 Liposomen als Träger von Pentathiepinen 

Pentathiepine weisen eine hohe Lipophilie, geringe Wasserlöslichkeit sowie eine geringe 

chemische Stabilität in biologischen Medien auf, insbesondere in Gegenwart von Gluta-

thion. Das erschwert die biologische Testung in  in-vitro sowie in-vivo Modellen zur Testung 

der antitumoralen Aktivität. Weiterhin stellte sich die Frage, inwieweit der postulierte Ak-

tivierungsmechanismus der Pentathiepine durch GSH, welcher außerhalb lebender Zellen 

gezeigt werden konnte,[13, 37, 42, 43] auf den Aktivierungsmechanismus innerhalb der Zellen 

in-vitro angewendet werden kann. Zusätzlich zu den Stabilitätsuntersuchungen an Penta-

thiepinen mit unterschiedlichem Grundgerüst (siehe Kapitel 2.3) sollte ein Beispielpenta-

thiepin (6-Ethoxy-[1,2,3,4,5]pentathiepino[6,7-a]indolizin-9-yl)[4-(4-flourbenzoyl)piperazi-

nyl]methanon – das bereits in Kapitel 2.3 getestete Pentathiepin 36, in Liposomen 

inkorporiert werden.  

 

Abbildung 51: Struktur von Pentathiepin 36 

Durch eine liposomale Formulierung, so die Arbeitshypothese, sollte das Pentathiepin von 

extra- wie intrazellulärem GSH abgeschirmt, die Substanz stabilisiert und somit die Wirk-

dauer erhöht werden, um so eine verbesserte antiproliferative Wirkung zu erzeugen. Dazu 

war es zunächst notwendig, eine geeignete Analytik zu etablieren, um die Menge an Wirk-

stoff in den beladenen Liposomen zu quantifizieren. Der Fokus dieses Kapitels liegt somit 

auf der Entwicklung und Anwendung einer RP-HPLC-Methode zur quantitativen Bestim-

mung von Pentathiepin 36 in Liposomen. Des Weiteren sollte die Stabilität des liposomalen 

Pentathiepins in Gegenwart von GSH bestimmt, sowie dessen antiproliferative Aktivität an 

humanen Krebszelllinien in Kultur bewertet werden.  
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2.7.1 Charakterisierung der Liposomen 

Die DOPC-basierten Liposomen, welche im Arbeitskreis von Prof. Dr. Mihaela Delcea her-

gestellt wurden,  wurden nach der Herstellung mittels UV-Vis-Spektroskopie hinsichtlich 

der Beladung mit Pentathiepinen charakterisiert:4 

 

Abbildung 52: Vergleich der UV-Vis-Spektren beladener und unbeladener Liposomen. UV-Vis-Spektren 
von Liposomen mit Pentathiepin (rot) in PBS und Kontroll-Liposomen ohne Pentathiepin 
(grün) in PBS sowie das UV-Vis-Spektrum von Verbindung 36 bei einer Konzentration von 
5 µM in PBS. pH = 7,4, T = 23°C, d = 1 cm 

Abbildung 52 zeigt die UV-Vis-Spektren der leeren Liposomen, beladenen Liposomen so-

wie des freien Pentathiepins 36 in phosphate buffered saline (PBS) bei pH = 7,4. Auffällig ist die 

deutliche Veränderung des Absorptionsspektrums der leeren Liposomen nach Beladung 

mit Pentathiepin. Durch die Beladung wird ein Absorptionsmaximum bei  = 402,0 nm er-

zeugt. Dieses Maximum liegt in etwaiger Übereinstimmung mit dem gemessenen Maxi-

mum bei 406,5 nm des freien Pentathiepins. Der Unterschied in der gemessenen Wellen-

länge geht möglicherweise auf die veränderte elektronische Umgebung durch die 

liposomale Membran, die limitierte Konzentration des freien Pentathiepins in wässrigen 

Medium sowie auf die Verwendung von zwei unterschiedlichen UV-Spektrometern zu-

rück. Während die Liposomen im Arbeitskreis von Prof. Dr. Mihaela Delcea an einem DS-

11-FX µVolume Spektrophotometer (T = 23 °C, d = 1 cm) aufgenommen wurden, fand die 

Aufzeichnung des Spektrums von Verbindung 36 mit einem Specord S 600 in unserem Ar-

beitskreis statt. Zusätzlich handelt es sich bei der liposomalen Zubereitung um eine Nano-

 
4 Durchgeführt durch Mitarbeiter des Arbeitskreises von Prof. Dr. Mihaela Delcea.  
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dispersion. Der für die UV-Vis-Spektroskopie freie Strahlengang ist demnach teilweise un-

terbrochen. Dennoch ist der Schluss zulässig, dass aufgrund dieser Ergebnisse die Bela-

dung des Liposomens mit Pentathiepin erfolgreich verlaufen erscheint.  

Die Größenverteilung der Liposomen sollte sich für biologische Anwendungen um 100 nm 

befinden. Zusätzlich ermöglicht dieser Größenbereich eine Filtration durch Filter mit einer 

Porengröße von 0,2 µM. Zur Bestimmung des mittleren hydrodynamischen Durchmessers 

sowie der Größenverteilung kam dynamic light scattering (DLS) zum Einsatz.4 DLS basiert 

auf der mathematischen Auswertung von Beugungsmustern beim Lichtdurchgang durch 

partikelenthaltende Flüssigkeiten. Das Ergebnis der Charakterisierung ist in Abbildung 53 

dargestellt. Die DLS-Messungen in Abbildung 53 zeigen, dass die Größenverteilung der 

mit Pentathiepin beladenen und unbeladenen Liposomen im avisierten Bereich liegt und 

somit für die weitere Verwendung geeignet war.   

 

Abbildung 53: Vergleichende DLS-Messung beladener und unbeladener Liposomen. Größenverteilung der 
Kontroll-Liposomen ohne Pentathiepin (grün) bei einer Partikelkonzentration von 
1,085 ⋅ 1011 mL−1 in PBS bei Raumtemperatur mit einem mittleren hydrodynamischen Durch-
messer von 106 ± 31 nm (PDI = 0,152) und mit Pentathiepin beladene Liposomen (rot) mit 
einem mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 96 ± 16 nm (PDI = 0,188) bei einer Par-
tikelkonzentration von 1,522 ⋅ 1011 mL−1 

Das Zetapotential der Liposomen wurde nach 10-facher Verdünnung in deionisiertem 

Wasser zu –8,0 ± 0,4 mV für die mit Pentathiepin beladenen und −12,6 ± 1,43 mV für die un-

beladenen Liposomen bestimmt.5 Diese Zetapotentiale liegen innerhalb des erwarteten Be-

reiches für neutrale Liposomen aus Phosphocholin enthaltenden Lipiden.[76] Das gemessene 

Potential weist darauf hin, dass die Liposomen im Wesentlichen ungeladen sind. 

 
5 Durchgeführt durch Mitarbeiter des Arbeitskreises von Prof. Dr. Mihaela Delcea. 
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2.7.2 Etablierung eines Extraktionsverfahrens sowie der RP-HPLC-Analytik zur Bestim-

mung der Konzentration von Pentathiepin 36 in Liposomen 

Die Entwicklung des Extraktionsverfahrens für Pentathiepine in Liposomen basierte auf 

der Publikation von IMMORDINO et al. 2003[103], in der die Extraktion von Paclitaxel aus 

Liposomen beschrieben ist. Das auf die Liposomen mit Pentathiepinen angepasste 

Vorgehen ist in Kapitel 5.3.8 ausführlich beschrieben. Das Verfahren ist für die Extraktion 

lipophiler Substanzen aus der Liposomenmembran geeignet. Durch das Versetzen mit 

einer Acetonitril-Wasser-Mischung kommt es zur Desintegration der Liposomen-

membran[104] und zur Freisetzung des in die Membran inkorporierten Pentathiepins. Die 

freigesetzte Substanz kann dann mittels eines mit Acetonitril/Wasser möglichst nicht 

mischbaren organischen Lösungsmittels, in diesem Fall Diethylether, extrahiert werden. 

Nach Zentrifugation und Eindampfen unter einem Stickstoffstrom konnte der dabei 

entstehende Rückstand in einem geeigneten Lösungsmittel (hier mobile Phase) für die RP-

HPLC-Untersuchung aufgenommen werden. Im Folgenden wird auf die Überprüfung der 

Identität der so extrahierten Substanz, die Reproduzierbarkeit der verwendeten 

Kalibrationsmethode, sowie Möglichkeiten zur Keimminderung in Liposomen 

eingegangen.  

2.7.2.1 Überprüfen der Identität der extrahierten Substanz 

Verschiedene mit Pentathiepin 36 beladene Liposomen wurden gemäß dem Protokoll in 

Kapitel 5.3.8 extrahiert und die erhaltene Konzentration an Pentathiepin in µmol L−1 berech-

net. Vor der Verwendung der Methode musste sichergestellt werden, dass es sich bei der 

extrahierten Substanz um das zu bestimmende Pentathiepin handelte und kein Abbaupro-

dukt enthalten war. Für die Identitätsbestätigung wurde die Retentionszeit der extrahierten 

Substanz, sowie das mittels Dioden-Array-Detektor (DAD) erhaltene UV-Vis-Spektrum 

herangezogen. Verglichen wurde das Produkt der Extraktion mit einer frisch hergestellten 

Lösung von Verbindung 36. 

Aus Abbildung 54 ist ersichtlich, dass es sich bei der extrahierten Substanz um Pentathiepin 

36 handelt. Die Retentionszeiten beider Substanzen stimmen im RP-HPLC-Chromato-

gramm unter identischen Bedingungen überein. Des Weiteren sind die UV-Vis-Spektren 

der Peaks im Bereich von 200–500 nm vergleichbar. Die Spektren wurden mittels  
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Abbildung 54: Vergleich der RP-HPLC-Chromatogramme sowie der UV-Vis-Spektren des freien und liposo-
malen Pentathiepins 36 nach Extraktion aus Liposomen. Acetonitril/Wasser (80/20), 

1,25 mL min−1, Chromolith® SpeedRod RP18e 50-4,6 mm, Detektion  = 240–260 nm inte-
griert. A) liposomales Pentathiepin 36 nach Extraktion aus Liposomen, UV-Vis-Spektrum des 
Peaks bei 1,97 min. B) freies Pentathiepin 36 30 µM, UV-Vis-Spektrum des Peaks bei 
1,95 min 

DAD aufgenommen. Ersichtlich ist die generell niedrigere Absorption des freien Pentathie-

pins, was mit der geringeren Konzentration in der analysierten Lösung zusammenhängt. 

Die Maxima befinden sich jedoch bei denselben Wellenlängen. Somit kann davon ausge-

gangen werden, dass die Beladung und Extraktion erfolgreich verlaufen sind.  

Zusätzlich wurde in einer zweiten Extraktion der bereits einmal extrahierten Liposomen 

kein weiteres Pentathiepin detektiert (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Informationen lässt 

sich schließen, dass die Extraktion vollständig und selektiv erfolgt.  

2.7.2.2 Vergleich der Standardadditions- und externen Kalibriermethode 

Obwohl die Vollständigkeit der Extraktion wahrscheinlich ist (siehe Kapitel 2.7.2.1), kön-

nen Matrix-Effekte während der Flüssig-Flüssig-Extraktion nicht von vornherein ausge-

schlossen werden und müssen überprüft werden. Die Richtigkeit einer externen Kalibrati-

onsmethode kann mittels einer Standardadditions-Methode überprüft werden. Dafür 

wurde eine Versuchsreihe durchgeführt, in der dieselbe Probe gleichzeitig mit Externer-

Standard- sowie Standardadditionsmethode bestimmt wurde. Gewählt wurden folgende 

Pentathiepinstandardkonzentrationen: 2,78 – 5,56 – 11,11 – 16,67 – 22,22 µM (externe Kalib-

ration) sowie 0,00 – 2,50 – 5,00 – 10,00 – 15,00 µM (Standardaddition). Abweichend von der 
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allgemeinen Vorschrift wurde für die Aufbereitung der Proben folgende Prozedur genutzt: 

Für die Standardadditionsmethode wurden 450 µL des Standards zu 50 µL Probe hinzuge-

setzt und nach Extraktion in 100 µL mobiler Phase aufgenommen. Für die externe Kalibra-

tionsmethode wurden 50 µL eingesetzt und nach der Extraktion in 100 µL mobiler Phase 

aufgenommen. Somit muss für die externe Kalibrationsmethode ein Verdünnungsfaktor 

von VF =2,66 und für die Standardadditionsmethode von VF = 10 berücksichtigt werden. 

Die beiden Kalibrationen sind nachfolgend graphisch dargestellt. 

 

Abbildung 55: Vergleich zweier Kalibrationsmethoden für Pentathiepin 36 in Liposomen. Beispielhafte 
Darstellung zweier Experimente aus n = 3. Auf beide errechnete Konzentrationen muss im 
Anschluss der jeweilige Verdünnungsfaktor angewendet werden 

Mithilfe der Kalibrationen aus Abbildung 55 wurden in drei Versuchen die Konzentratio-

nen der liposomalen Zubereitung bestimmt.  

Tabelle 19: Vergleich der Parameter zweier Kalibrationsmethoden für Pentathiepin 36 in Liposomen; Ange-
geben sind die Mittelwerte aus Dreifachbestimmung, das Bestimmtheitsmaß R2; die um den je-
weiligen Verdünnungsfaktor korrigierte Steigung der Kalibrationsgeraden sowie die relative Stan-
dardabweichung (RSD) des Mittelwertes der bestimmten Konzentration  

Für die externe Kalibration wurde unter Einbeziehung des Verdünnungsfaktors von 

VF = 2,66 eine Wiederfindung mit Mittelwert von 56,29 µM und einer relativen Standardab-

weichung von 9,21 % ermittelt. Dagegen wurde für die Standardaddition unter Einbezie-

hung des Verdünnungsfaktors von VF = 10 ein Mittelwert von 58,51 µM und eine relative 

Standardabweichung von 10,31 % errechnet. Die Differenz der beiden Kalibrationsmetho-

den war nicht signifikant (t(3,911) = 0,4848, p > 0,05 (Welch-Test, Normalverteilung mit 

Methode Mittelwert R2 korrigierte Steigung RSD 

Standardaddition 58,51 µM 0,9953 7814 mAU  µmol−1 L−1 0,103 
externe Kalibration 56,29 µM 0,9999 8558 mAU µmol−1 L−1 0,092 
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Shapiro-Wilk-Test überprüft (α = 0,05))). Die Steigung der Kalibrationsgeraden nach An-

wendung der Verdünnungsfaktoren ist annähernd gleich. Somit wird angenommen, dass 

die Extraktion durch Matrixeffekte nicht beeinflusst wurde und eine einfache externe Ka-

libration verwendet werden kann.  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das verwendete Extraktions- und Quantifi-

zierungsverfahren vollständig und selektiv verläuft. Dabei kann die einfachere und schnel-

lere externe Kalibrationsmethode zur Quantifizierung herangezogen werden, da die Mat-

rix-Effekte unbedeutend sind. Die relative Standardabweichung von etwa 10 % für die 

Quantifizierung bei der Verwendung beider Kalibrationsmethoden ist vergleichsweise 

hoch und der aufwändigen Probenbehandlung geschuldet.  

2.7.3 Löslichkeit des Pentathiepins 36 in wässrigem Medium und in liposomaler Zube-

reitung 

Die Löslichkeit des freien Pentathiepins wurde bestimmt, indem der Feststoff von Penta-

thiepin 36 vor Licht geschützt vorsichtig für 24 h in PBS geschüttelt wurde. Anschließend 

wurde der Überstand zentrifugiert, filtriert und mittels RP-HPLC vermessen. Dabei ergab 

sich, dass im dreifach durchgeführten Versuch kein Peak für das Pentathiepin in der RP-

HPLC ermittelt werden konnte. Die Löslichkeit ist somit geringer, als der kleinste verwen-

dete Standard und ist somit als < 3 µM anzugeben.  

Die in Kapitel 2.7.2.2 bestimmten Konzentrationen bewegten sich im Bereich von 50–60 µM. 

Da 60 µM für eine biologische Testung aufgrund der Notwendigkeit mehrfacher Verdün-

nung zu gering war, wurde im Arbeitskreis von Prof. Mihaela Delcea die eingesetzte Menge 

Pentathiepin verfünffacht, um höhere Konzentrationen in der liposomalen Zubereitung zu 

erreichen. Konkret wurden in den mit mehr Pentathiepin hergestellten Chargen die in Ta-

belle 20 angegebenen Konzentrationen gemessen.  

Nach Optimierung der eingesetzten Menge Pentathiepin während des Herstellungsprozes-

ses wurden Konzentrationen zwischen 120 und 410 µM erreicht, wobei die durchschnittli-

che Konzentration bei 257 µM lag. Die relative Standardabweichung von 30 % weist auf die 

hohe Variabilität des Herstellungsprozesses hin, wogegen die relativen Standardabwei-

chungen der einzelnen Triplikate von 2,1 % bis 13,3 % reichen. Die durchschnittliche RSD 

beträgt 7,5 %. Für ein Extraktionsverfahren dieser Art wird diese Präzision als ausreichend 

angesehen. Die erreichten Konzentrationen des Pentathiepins in Liposomen sind ausrei-

chend für eine Verwendung in biologischen Versuchen. Die Löslichkeit des Pentathiepins 

wurde durch die liposomale Formulierung demnach etwa 10–100-fach verbessert.  
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Tabelle 20:  Gemessene Konzentrationen an Pentathiepin 36 in Liposomen. Angegeben sind die Mittelwerte 
aus Dreifachbestimmungen und die für den jeweiligen Versuch erreichte RSD. Die in der letzten 
Zeile angegebene RSD bezieht sich auf den Mittelwert der Konzentrationsbestimmungen 

Die erreichte Konzentration von etwa 400 µM entspricht bei einer eingesetzten Stoffmenge 

von 1,92 µmol Substanz in einem 1,5 mL-Ansatz einer Beladungseffektivität von etwa 30 %.  

2.7.4 Stabilität des Pentathiepin 36 in Liposomen in Gegenwart von 10 mM GSH 

Um einen direkten Vergleich des liposomalen Pentathiepins mit dem freien Pentathiepin 

hinsichtlich der Stabilität in Gegenwart von GSH zu ermöglichen, wurde ein Experiment 

analog zur Stabilitätsbestimmung des freien Pentathiepins in Gegenwart von 10 mM GSH 

durchgeführt, wobei die gleichen Bedingungen eingehalten wurden, wie in Kapitel 2.3.3 

sowie Kapitel 5.3.4 beschrieben. Die Konzentration von 10 mM wurde gewählt, um eine 

Aussage zum Verhalten in Gegenwart von physiologisch vorkommenden Glutathionkon-

zentrationen treffen zu können. 

Zu einer 5 µM Lösung des freien oder liposomalen Pentathiepins wurde GSH in einer Ziel-

konzentration von 10 mM zugefügt und über 50–60 min Differenzspektren bei 23 °C aufge-

nommen. Der Abbau des Pentathiepinrings führte zu einer Abnahme der Absorption im 

korrespondierenden lokalen Maximum des UV-Vis-Spektrums. Die Wellenlänge des im 

Differenzspektrum entstehenden lokalen Minimums wurde zur Beobachtung des Abbaus 

Charge Konzentration / µM RSD 

1 305,60 0,130 

2 238,89 0,030 

3 282,23 0,054 

4 284,89 0,098 

5 121,25 0,080 

6 368,21 0,133 

7 182,39 0,106 

8 205,61 0,097 

9 267,69 0,054 

10 410,22 0,070 

11 232,18 0,049 

12 175,12 0,021 

13 225,08 0,042 

14 305,84 0,084 

Ø 257,51 0,075 

RSD 0,30  
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verwendet. Dabei wurde für das liposomale Pentathiepin eine leicht hypsochrome Ver-

schiebung der Absorption beobachtet. Die jeweiligen durchgeführten Kontrollen ohne GSH 

zeigten keine Abnahme der Absorption. Das Ergebnis dieser Bestimmung ist in Abbildung 

56 dargestellt. 

 

Abbildung 56:  Repräsentative Daten der Abnahme der Absorption des freien und liposomalen Pentathie-

pins in Gegenwart von 10 mM GSH, T = 23 °C,  = 415 nm (Liposomen, rote Kreise) und 

 = 427 nm (Pentathiepin 36, blaue Quadrate). Absorptionsabnahme des liposomalen Pen-
tathiepins erfolgt 4-mal langsamer, als die des freien Pentathiepins. Experiment durchge-
führt bei Raumtemperatur 

Abbildung 56 zeigt einen deutlichen Unterschied in der Stabilität zwischen der liposomalen 

Formulierung und dem freien Pentathiepin. Während das freie Pentathiepin 36 in Gegen-

wart von 10 mM GSH nach 13 min bereits vollständig abgebaut war, zeigte sich das Einstel-

len eines Plateaus bei der liposomalen Zubereitung erst nach etwa 50 min. Auch die initiale 

Reaktionsgeschwindigkeit, ausgedrückt als die Steigung der Absorptionsänderung wäh-

rend der ersten 5 min, unterscheidet sich 4-fach. Tabelle 21 fasst die Ergebnisse dieses Ver-

suches übersichtlich zusammen.   

Tabelle 21: Übersicht der Ergebnisse der vergleichenden Stabilitätsuntersuchung zwischen dem liposomalen 
und freien Pentathiepin 36. Initiale Reaktionsgeschwindigkeit als Abnahme der Absorption bei 
der angegebenen Wellenlänge 

Die Stabilität gegenüber GSH wurde durch die liposomale Verarbeitung auf das 4-fache 

gesteigert, was die Liposomen prinzipiell als Carrier für Pentathiepine geeignet erscheinen 

lässt.  

Probe Wellenlänge () Plateau erreicht nach initiale Geschwindigkeit 

Pentathiepin 36 427 nm 13 min −2,2 ⋅ 10−3 min−1 

Liposomales Pentathiepin 36 415 nm 50 min −0,6 ⋅ 10−3 min−1 
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2.7.5 Vorgehen zur Keimminderung der liposomalen Zubereitung bei Lagerung 

Vor der Verwendung der Liposomen für Zellversuche musste eine geeignete Methode zur 

Keimminderung bei Lagerung ausgewählt werden. Standardmethoden wie Autoklavieren, 

trockene Hitze oder UV-Strahlung wurden wegen der thermischen und weiteren energeti-

schen Einwirkung auf die Liposomen verworfen.[105] Gewählt wurde eine Filtration durch 

einen 0,2 µm Spritzenvorsatzfilter Minisart SFCA (netzmittelfreies Celluloseacetat) mit 

Luer-Lock. In einem Vorversuch wurde überprüft, ob durch die Filtration Veränderungen 

an den Liposomen auftraten. Dafür wurden die Parameter mittlerer hydrodynamischer 

Durchmesser, Partikelanzahl und Pentathiepin-Konzentration gemessen und verglichen. 

Exemplarisch sind die Ergebnisse zweier Chargen im Folgenden dargestellt. 

Tabelle 22: Vergleich filtrierter und unfiltrierter liposomaler Zubereitungen. Die jeweilige Charge wurde nach 
Filtration durch einen 200 nm SFCA-Filter hinsichtlich mittlerem hydrodynamischen Durchmes-
ser, Partikelkonzentration sowie Pentathiepinkonzentration vermessen  

Die Ergebnisse in Tabelle 22 lassen den Schluss zu, dass die Filtration durch einen entspre-

chenden 0,2 µM Filter mit der verwendeten SFCA-Membran weder zu einem Verlust von 

Liposomen, noch zu einer maßgeblichen Veränderung des mittleren hydrodynamischen 

Durchmessers der Liposomen führt. Die zu erkennende Erhöhung der Partikelkonzentra-

tion in beiden Chargen ist eventuell auf den Verlust von Lösungsmittel während der Filt-

ration zurückzuführen. Die Pentathiepinkonzentration ändert sich im Rahmen der Metho-

denunsicherheit nicht. Die Filtration unter der Laminar-Flow-Box wurde als geeignete 

Methode zur Keimreduzierung identifiziert. Dies bestätigte sich in Versuchen von anderen 

Mitarbeitern des Arbeitskreises6. Nach der Filtration wurden für alle Chargen die DLS-

Messungen wiederholt.  

 
6 Nach Aussage von Hoai-Nhi Lam führte die Filtration zum Ausbleiben einer Trübung während 

eines Sterilitätstests auf Anaerobier und Aerobier im Arbeitskreis von Prof. Dr. Katharina Schaufler, 

durchgeführt durch Dr. Elias Eger. Die unfiltrierten Proben zeigten mikrobielle Kontamination.  

Charge  Ø Durchmesser Partikelkonzentration / mL−1 Pentathiepinkonzentration ± SD 

1 89,5 nm 1,56 ⋅ 1011 282,23 ± 15,11 µM 

1 (filtriert) 89,6  nm 2,06 ⋅ 1011 267,69 ± 23,29 µM 

2 97,9  nm 1,15 ⋅ 1011 284,89 ± 27,95 µM 

2 (filtriert) 94,8  nm 1,38 ⋅ 1011 313,21 ± 19,55 µM 
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2.7.6 Lagerstabilität der liposomalen Zubereitung 

Für die Verwendung der Liposomen im Zellversuch war es notwendig, die Stabilität nach 

Filtration bei einer Lagertemperatur bei 8 °C zu bestimmen. Dazu wurden die Liposomen 

im Kühlschrank gelagert und jede Woche deren Pentathiepinkonzentration bestimmt. Zwei 

Wochen nach Herstellung wurde zusätzlich die Größenverteilung der Liposomen mittels 

DLS überprüft, um eine Konfluenz der Liposomen auszuschließen. Dieses Vorgehen sollte 

sicherstellen, dass eine Liposomencharge für mindestens drei Durchführungen genutzt 

werden konnte.  

Tabelle 23: Veränderung der Pentathiepinkonzentration in Liposomen über mehrere Wochen bei 8 °C. Dar-
gestellt sind die Ergebnisse zweier Testchargen ± SD 

Die Konzentrationsmessungen innerhalb einer Charge Liposomen im Zeitverlauf über 4 

Wochen sollten aufzeigen, dass es während der Lagerung weder zu einer Adsorption des 

Pentathiepins an der Kunststoffgefäßwandung des Aufbewahrungsbehältnisses, noch zum 

Abbau des Pentathiepins kommt. Beide Chargen zeigen keinen maßgeblichen Verlust an 

Pentathiepin. Die Schwankungen in den gemessenen Konzentrationen sind wahrscheinlich 

auf Sedimentationsprozesse zurückzuführen. Ein Aufschütteln vor der Verwendung ist 

deshalb erforderlich.  

Dieses Verhalten warf gleichzeitig die Frage auf, ob es zur Konfluenz der Liposomen wäh-

rend der Lagerung kam. Deshalb wurde in Woche 3 eine weitere DLS-Messung vorgenom-

men. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt: 

Tabelle 24: Vergleich der DLS-Ergebnisse über mehrere Wochen bei 8 °C Lagerung. Die Proben wurden vor 
der Messung 1:10 in PBS verdünnt  

Die Ergebnisse der DLS-Messung in Tabelle 24 zeigen keine Veränderung hinsichtlich der 

durchschnittlichen Partikelgröße. Die Abnahme der Partikelkonzentration liegt im Rahmen 

Woche Konzentration Charge 1 Konzentration Charge 2 

1 267,69 ± 23,29  µM 313,21 ± 19,55 µM 

2 267,25 ± 12,75  µM 321,81 ± 12,25  µM 

3 249,15 ± 25,07  µM 310,52 ± 7,69  µM 

4 263,57 ± 24,57  µM 350,01 ± 12,59  µM 

Woche Charge 1 Charge 2 

 Ø Partikel / mL−1 Ø Partikel / mL−1 

1 89,60 nm 2,06 ⋅ 1011 94,8  nm 1,38 ⋅ 1011 

3 86,24  nm 1,81 ⋅ 1011 94,0  nm 1,11 ⋅ 1011 
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der üblichen Messschwankungen und kann andererseits durch Sedimentation entstehen. 

Eine Verwendung der gelagerten Proben erfolgte aus diesem Grund immer erst nach vor-

sichtigem Aufschütteln der Proben.  

2.7.7 Bestimmung der antiproliferativen Aktivität der Liposomen im Vergleich zum 

freien Pentathiepin 

Da die Reaktion mit Glutathion als Aktivierungsmechanismus der Pentathiepine innerhalb 

der Zellen angesehen wird,[13, 35, 37] stellte sich die Frage, inwieweit die biologische Aktivität 

hinsichtlich antiproliferativer Eigenschaften durch die mögliche Abschirmung des Penta-

thiepins von GSH die Wirksamkeit des getesteten Pentathiepins in-vitro beeinflusst. Um 

diese Frage zu beantworten wurde sowohl für das freie Pentathiepin als auch für die lipo-

somale Pentathiepinzubereitung diejenige Konzentration bestimmt, die im Kristallviolett-

Assay (Kapitel 5.5.4) zu einer 50%igen Reduktion des Zellwachstums (GI50) führte. Durch-

geführt wurde das Experiment an zwei Zelllinien, die bereits zur Charakterisierung des 

freien Pentathiepins genutzt wurden:[43] SiSo (cervical cancer cells) sowie A2780 (human ova-

rian cancer cells). Der Kristallviolett-Assay beruht auf der Tatsache, dass Kristallviolett nur 

in fixierte Zellen eindringen kann und anschließend einen wasserunlöslichen Komplex mit 

der DNA bildet. Nach einem Waschschritt wird der Kristallviolett-DNA-Komplex in Etha-

nol gelöst und kann UV-Vis-spektroskopisch bei  = 570 nm gemessen werden. Die relative 

Aktivität wurde auf eine Lösungsmittelkontrolle bezogen. Die Methode misst die Prolife-

ration der kultivierten Krebszellen durch Quantifizierung der DNA-Äquivalente in den 

Wells, was ein Maß für die Anzahl der Krebszellen ergibt. 

 

Abbildung 57: Vergleich der antiproliferativen Eigenschaften des freien liposomalen Pentathiepins 36 in 
zwei Zelllinien. Aufnahme einer Dosis-Proliferations-Kurve mittels Kristallviolett-Assay, Mit-
telwerte aus n = 3 ±SD 
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Die in Abbildung 57 gezeigten Ergebnisse werden durch die GI50-Zahlenwerte (50 % 

Wachstumshemmung, growth inhibition) entsprechend bestätigt:  

Tabelle 25:  Vergleich der GI50-Werte des Kristallviolett-Assays für das freie und liposomale Pentathiepin 36 . 
n = 3 

Abbildung 57 sowie Tabelle 25 legen nahe, dass es zwischen dem liposomalen und freien 

Pentathiepin keinen Unterschied hinsichtlich der antiproliferativen Eigenschaften gegen-

über den getesteten Krebszelllinien gibt. Weder erzeugt die höhere Stabilität gegen GSH 

einen biologisch messbaren Effekt, noch wird durch andere Effekte, zum Beispiel veränder-

ter Uptake, die Wirksamkeit des Pentathiepins abgemildert. Das weist darauf hin, dass die 

intrazelluläre Verteilung des Pentathiepins aufgrund seiner von sich aus hohen Lipophilie 

nicht durch die Formulierung in Liposomen geändert wird.  

2.7.8 Zusammenfassung der Verwendung einer liposomalen Formulierung 

Durch die Verwendung eines DOPC-basierten liposomalen Trägersystems für Pentathiepin 

36 wurde die Löslichkeit in wässrigen Medien pH = 7,4 von unter 3 µM auf über 400 µM 

erhöht. Es war möglich, die erhaltene Formulierung vor Assays in der Zellkultur durch 

einen 0,2 µM SFCA-Filter zu filtrieren. Weitere Untersuchungen ergaben ausreichende Sta-

bilität für die Testung in der Zellkultur, sowie eine vierfach erhöhte Stabilität des Penta-

thiepins in Gegenwart von 10 mM GSH. Die antiproliferative Wirkung des Pentathiepins 

wurde durch die Liposomen nicht beeinträchtigt. 

Probe A2780 GI50 (CI95) / µM SiSo GI50 (CI95) / µM 

freies Pentathiepin 36 0,10 (0,03–0,38) 0,32 (0,11–0,97) 
Liposomales Pentathiepin 36 0,09 (0,03–0,27) 0,29 (0,12–0,71) 
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3 Diskussion ausgewählter Ergebnisse 

3.1 Diskussion der Stabilitätsuntersuchungen 

In Kapitel 2.3 wurde die Reaktion repräsentativer Pentathiepine mit dem biologisch vor-

kommenden Thiol Glutathion untersucht. Erste Untersuchungen zur Stabilität von Penta-

thiepinen wurden von CHATTERJI UND GATES 2003[37] publiziert. Dabei lag das Augenmerk 

auf der Reaktion von 7-Methylbenzopentathiepin mit Mercaptoethanol in Chloroform. Das 

Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass in Gegenwart eines Überschusses an Thiol das 

Pentathiepin nukleophil angegriffen wird und unter Abspaltung von H2S zum aromati-

schen, vicinalen Dithiol abgebaut wird.[106] Das Reaktionsschema ist in Abbildung 58 dar-

gestellt.  

 

Abbildung 58: Abbau von 7-Methylbenzopentathiepin in Gegenwart eines Überschusses an Mercap-
toethanol. Modifiziert nach CHATTERJI UND GATES 2003[37]. Die Hauptprodukte der Reaktion 
sind das aromatische, vicinale Dithiol sowie H2S und das Disulfid des eingesetzten Thiols  

Die Bedingungen dieser Untersuchungen sind sehr artifiziell und spiegeln nicht die biolo-

gischen Gegebenheiten wieder. In einem weiteren Experiment wurde durch die gleiche Ar-

beitsgruppe 6,25 µM 7-Methylbenzopentathiepin in Gegenwart von 188 µM GSH in 50 mM 

Natriumphosphatpuffer (pH = 7,0) mit 30 % Acetonitril bei 25 °C untersucht. Dabei wurde 

eine Halbwertszeit von weniger als einer Minute festgestellt. Die Arbeiten von, CHATTERJI 

UND GATES 1998[35], CHATTERJI UND GATES 2003[37] und CHATTERJI et al. 2005[13] legten nahe, 

dass die Reaktion mit biologischen Thiolen durch Erzeugung reaktiver, reduzierender 

Schwefelspezies und das Erzeugen von Schwefelwasserstoff zur Erzeugung reaktiver Sau-

erstoffspezies und in der Folge zu DNA-Spaltung sowie Apoptose führt.  
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Da sich die Studien nur auf ein einzelnes Pentathiepin bezogen, sollte für eine Reihe Pen-

tathiepine mit unterschiedlichen Grundgerüsten die Stabilität untersucht, sowie anschlie-

ßend die bestimmte Stabilität mit den biologischen Daten korreliert werden. Herangezogen 

wurden dafür die Hemmung der GPx-1, die antiproliferative Wirkung auf drei humane 

Krebszelllinien, sowie die Modulation der GSH-Spiegel innerhalb der Zellen durch DL-But-

hionin-(S,R)-sulfoximin. Die Bedingungen sollten so physiologisch wie experimentell ver-

tretbar gestaltet werden. Gewählt wurde eine Konzentration von 5 µM Pentathiepin, da es 

bei höheren Konzentrationen zum Tyndall-Effekt, also einer nicht vollständigen Lösung 

des Pentathiepins kam. Die Konzentration an Acetonitril sollte so gering wie möglich ge-

halten werden, um den Einfluss auf die Nukleophilie von Glutathion zu minimieren. Die 

Temperatur betrug 23 °C, da der GPx-Assay bei dieser Temperatur durchgeführt wird. Die 

GSH-Konzentrationen reichten von 0,250–10 mM. Da dieser Bereich einerseits die verwen-

dete Konzentration im GPx-Assay (250 µM), andererseits die physiologisch möglichen int-

razellulären Glutathionkonzentrationen (bis 12 mM[86]) abdeckt.  

3.1.1 Diskussion der verwendeten UV-Vis-spektroskopischen Methode 

Die ersten Stabilitätsuntersuchungen wurden mittels RP-HPLC-Bestimmung vorgenom-

men (Kapitel 0). Bei der verwendeten flüssigchromatographischen Methode (Kapitel 5.3.3) 

war eine Datenpunktaufnahme lediglich aller 5 min möglich. Bei niedrigen GSH-Konzent-

rationen, zum Beispiel 250 µM, konnte der Abbau des Pentathiepins noch verfolgt werden. 

Bei höheren GSH-Konzentrationen war teilweise bereits bei der ersten Injektion kein Pen-

tathiepin mehr detektierbar. Um die Datendichte zeitbezogen zu erhöhen, wurde der Sta-

bilitätsversuch in einen UV-Vis-spektroskopischen Versuch überführt (Kapitel 5.3.4), der 

mit Hilfe eines Diodenarrayspektralphotometers (Spekord) eine Datenaufnahme aller 20 s 

ermöglicht. Es wurden zunächst die gleichen Bedingungen wie bei der RP-HPLC- Bestim-

mung eingehalten. Nun konnte insbesondere zu Beginn der Reaktion mehrfach innerhalb 

weniger Sekunden gemessen werden. In einem ersten Schritt wurde überprüft, ob die UV-

Vis-spektroskopische Methode vergleichbare Ergebnisse liefert, wie die RP- HPLC. Dafür 

wurden die Daten der Untersuchungen mit 1 mM GSH beider Methoden in Abbildung 59 

verglichen. 
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Abbildung 59: Vergleich der Stabilitätsuntersuchungen von fünf Pentathiepinen mittels RP-HPLC sowie 
UV-Vis-Spektroskopie. A) RP-HPLC-Abbaukurven der Pentathiepine in Gegenwart von 1 mM 
GSH. Startkonzentration 5 µM, Darstellung der Mittelwerte aus drei Versuchen, Fehlerbal-
ken sind Standardabweichung.[85] B) Abnahme der Konzentration der Pentathiepine (Start-
konzentration 5 µM) in Gegenwart von 1 mM GSH gemessen mittels UV-Vis-Spektroskopie. 
Errechnet aus der Absorptionsabnahme im Differenzspektrum im jeweiligen Minimum (Ta-
belle 9), Darstellung der Mittelwerte aus drei Versuchen. Die Spektren wurden aufgenom-
men bei pH = 7,4, T = 23°C, d = 1 cm[85] 

Aus Abbildung 59 können mehrere Informationen entnommen werden. Einerseits ist zu 

erkennen, dass sich die aufgenommenen Stabilitätsdaten qualitativ gleichen. Relativ zu ei-

nander sind die Informationen vergleichbar, auch wenn die Absolutwerte nicht exakt über-

einstimmen. Auffällig ist die Unschärfe der RP-HPLC-Methode in den ersten fünf Minuten. 

So ist für IN-1 in der HPLC keine Restsubstanz nach der ersten Injektion erkennbar, woge-

gen im UV-Vis-Spektrum eine Halbwertszeit von 2 min gemessen wird. Zusammenfassend 

kann gesagt werden, dass die UV-Vis-spektroskopische Methode qualitativ bessere kineti-

sche Daten liefert, als die HPLC, aber ohne Informationen zur Produktbildung.  

Für die Substanz PP-1 ergab sich eine Besonderheit. Während der Messung kam es zu einer 

Verschiebung des UV-Vis-Spektrums. Dieses Verhalten ist in Abbildung 60 dargestellt.  
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Abbildung 60: Differenzspektren von PP-1 (c = 5 μM) in GPx-Puffer in Gegenwart von 5 mM GSH. 

c(GSH) = 5 mM (T = 23 °C; pH = 7,4; d = 1 cm); in blau ist das Differenzspektrum nach 60 s abge-

bildet; in schwarz ist das mittlere Differenzspektrum dargestellt (15 min); in rot das zuletzt 
aufgenommene Differenzspektrum (30 min)[85] 

Bis etwa 60 s nach Reaktionsstart nahm die Absorption bis zum eingezeichneten, blauen 

Spektrum ab. Anschließend fand ein Shift hin zum rot dargestellten Spektrum statt. Da die 

Abnahme der Absorption bei 396 nm bis zum Ende der Absorptionsabnahme mit den RP-

HPLC-Ergebnissen weitestgehend übereinstimmte, wurde diese Wellenlänge zur Bestim-

mung der Stabilität herangezogen. Der Shift der Wellenlängen sowie die Tatsache, dass es 

nicht zur Bildung isosbestischer Punkte kommt, weist darauf hin, dass es sich um eine 

mehrstufige Reaktion handelt. 

Als prinzipiell problematisch stellte sich heraus, dass kein Pentathiepin eine Absorptions-

änderung bei einer singulären Wellenlänge zeigte. Da die Absorptionsspektren der Abbau-

produkte nicht bekannt sind, konnte keine Wellenlänge gewählt werden, bei der das Pro-

dukt nicht absorbiert. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich im Falle einer 

mehrstufigen Reaktion die Absorptionsspektren überlagern. Für die Auswertung der Dif-

ferenzspektren wurde deshalb das langwelligste lokale Minimum gewählt, welches am 

wahrscheinlichsten für das Pentathiepin steht und dessen Absorptionsabnahme am besten 

mit den spezifischen Ergebnissen der RP-HPLC übereinstimmt.  

3.1.2 Diskussion der Stabilität der Pentathiepine 

Wie in Abbildung 59 zu erkennen ist, besitzen die Grundgerüste der Pentathiepine einen 

starken Einfluss auf die Stabilität gegenüber GSH. Indol-, Pyrrolo[1,2-a]pyrazin- sowie Pyr-

rolo[1,2-a]chinoxalinpentathiepine reagierten sehr schnell und wiesen nur sehr kurze Halb-

wertszeiten und hohe Anfangsgeschwindigkeiten bereits bei niedrigen Konzentrationen 

GSH auf. Die Indolizinderivate wiesen die höchste Stabilität gegenüber Glutathion auf. 
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Ausgehend von der These von GREER 2001[106], dass der Angriff von GSH am aromatisch 

gebundenen Schwefel nukleophil erfolgt, können die Stabilitätsunterschiede der Pentathie-

pine durch elektronische Effekte begründet werden. Pyrrolo[1,2-a]pyrazin- sowie Pyr-

rolo[1,2-a]chinoxalinpentathiepine weisen Elektronenmangelaromaten auf, was die Elekt-

ronendichte am Pentathiepinring verringert und den nukleophilen Angriff von GSH 

erleichtert. Dem Indol fehlt dagegen die Ethoxygruppe in Position 6, welche einen +M, also 

einen elektronenliefernden Effekt auf das aromatische System ausübt. Generell liegen die 

Stabilitäten dieser drei Verbindungen im Bereich der bereits publizierten Stabilität für 7-

Methylbenzopentathiepin.[37] Die Indolizinderivate weisen diesen Elektronenmangel nicht 

auf, was die höhere Stabilität dieser Derivate erklären könnte. Die Unterschiede innerhalb 

der Indolizinderivate lassen sich weiterhin durch deren Substitution erklären. Während 

Pentathiepin 36 mit einem Amid in Position 9 einen Substituenten mit −M und −I-Effekt 

besitzt, weist das Sulfonamid in Position 9 der Verbindungen IZ-2 und  IZ-3 diese Effekte 

in stark verringerten Maß auf.[107] Die Unterschiede zwischen den Pentathiepinen IZ-2 

und  IZ-3 werden in Kapitel 3.1.3 diskutiert. Zusammengefasst sind die Unterschiede in der 

Stabilität innerhalb der sechs getesteten Substanzen plausibel. Diese Annahme müsste 

durch die Testung weiterer Substanzen gleicher sowie unterschiedlicher Grundgerüste be-

stätigt werden.  

Bemerkenswert ist die Erhöhung der Halbwertszeit einiger Substanzen bei hohen GSH-

Konzentrationen. Wahrscheinlich liegt es an der Latenz zwischen Zugabe des Glutathions 

zum Reaktionsgemisch und Start der Messung. Bei hohen Konzentrationen ist die Reakti-

onsgeschwindigkeit zu Beginn der Messung größer. Dies führt dazu, dass bei Messbeginn 

bereits ein Teil des Pentathiepins abreagiert und die Reaktion bis zur ersten Messung deut-

lich langsamer geworden ist.  

3.1.3 Diskussion der besonderen Stabilität von Pentathiepin IZ-3 

Für das stabilste Pentathiepin IZ-3 war es erst in einem über 150 h dauernden RP-HPLC-

Experiment möglich, einen vollständigen Abbau der Substanz in Gegenwart von 10 mM 

Glutathion zu erreichen. Dies ist in Abbildung 61 graphisch dargestellt.  
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Abbildung 61: Abbau von IZ-3 in Gegenwart von 10 mM GSH über sechs Tage. t = 137 h (n = 1, pH = 7,4, 
23 °C)[85] 

Aufgrund dessen, dass es sich bei den Pentathiepinen IZ-3 und IZ-2 lediglich um sich am 

Substituenten des Sulfonamids unterscheidende Stoffe handelt, ist es nicht zu erklären, 

wieso der Abbau von IZ-3 im Vergleich zu IZ-2 etwa 400-mal länger dauert: 

  

IZ-2 IZ-3 

Abbildung 62: Vergleich der Strukturen von IZ-2 und IZ-3. Beide Verbindungen unterscheiden sich lediglich 
im Substituenten des Sulfonamids. Die stark unterschiedliche Stabilität ist nicht offensicht-
lich  

Die Lipophilie beider Substanzen unterscheidet sich etwa um eine Größenordnung (Kapitel 

2.2.2), wobei beide Substanzen mit einem log  Po/w 7,4 HPLC von 6,76 (IZ-2) und 8,03  (IZ-3) sehr 

lipophil sind. Ein Löslichkeitsproblem konnte durch eine Verdünnungsreihe ausgeschlos-

sen werden. Eine weitere Möglichkeit war eine sterische Hinderung des Angriffs von GSH 

am Pentathiepinring. Dies wurde von Dr. Lukas Schulig mit den in Kapitel 5.6 aufgeführten 

Parametern überprüft. Kurz gesagt wurde die Neigung beider Substanzen, stabile Dimere 

zu bilden, theoretisch mit Computerberechnungen getestet, indem zwei Moleküle auf einer 

Achse fixiert und die Moleküldynamik in TIP3P Wasser über 50 ns simuliert, die Positionen 

aller 20 ps ausgewertet und in einem Histogramm dargestellt wurden. Dabei wird der Win-
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kel zwischen dem Schwefel des Sulfonamids (Molekül 1), dem mittleren Schwefel des Pen-

tathiepins (Molekül 2) und dem Schwefel des Sulfonamids (Molekül 2) gemessen. Abbil-

dung 63 zeigt die errechneten wahrscheinlichsten Torsionswinkel sowie die dazugehörige 

Häufigkeitsverteilung. Theoretisch bildet IZ-3, wahrscheinlich aufgrund des Adamantyl-

Restes, deutlich stabilere Dimere bei etwa −90° aus, um die hydrophoben Flächen in einer 

hydrophilen Umgebung maximal zu verdecken. Das führt in der Simulation zu einer Ab-

schirmung des Pentathiepinrings und könnte die höhere Stabilität von IZ-3 gegenüber GSH 

erklären. In Zukunft wäre es möglich, diese These in einem weiteren Experiment zu über-

prüfen, indem die Reaktion zum Beispiel in einem lipophileren Lösungsmittel, wie Chloro-

form, in Gegenwart von Mercaptoethanol anstatt GSH durchgeführt werden würde. Käme 

eine Dimerisierung von IZ-3 in wässrigen Medien zustande, sollte die Stabilität der beiden 

Pentathiepine IZ-2 und IZ-3 in Chloroform identisch sein, da die entropischen Kräfte, hyd-

rophobe Flächen in Wasser abzudecken, in Chloroform entfallen.  

 

Abbildung 63: Simulierte Dimerisierung sowie Häufigkeitsverteilung der Torsionswinkel für IZ-2 und IZ-3. 
Links: IZ-3-Dimerbildung beim wahrscheinlichsten Torsionswinkel bei Simulation der Mole-
küldynamik über 50 ns. Rechts: IZ-2-Dimerbildung beim wahrscheinlichsten Torsionswinkel 
bei Simulation der Moleküldynamik über 50 ns, Auswertung durch Dr. Lukas Schulig 
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3.1.4 Diskussion der Stabilität im Zusammenhang mit biologischen Daten 

3.1.4.1 Abhängigkeit der GPx-Hemmung von der Stabilität der Pentathiepine 

Es wurde kein Zusammenhang zwischen der Stabilität der Pentathiepine und der inhibito-

rischen Aktivität auf GPx-1 gefunden. Unabhängig von der Reaktionsgeschwindigkeit mit 

GSH zeigen alle Pentathiepine in etwa die gleiche GPx-1-Hemmung. Davon ausgehend, 

dass die Hemmung durch Spaltung des Pentathiepinrings erfolgt, lässt sich dieses Verhal-

ten durch die um drei Größenordnungen stärkere Azidität des Selenocysteins im aktiven 

Zentrum der Glutathionperoxidase, sowie die um eine Größenordnung größere Nukleo-

philie[108, 109] des Selenolat-Ions gegenüber dem Thiolat-Ion erklären. Der pKa-Wert für GSH 

liegt in etwa bei 8,3, wogegen der pKa-Wert für Selenocystein bei 5,2 liegt.[14] Bei einem 

physiologischen pH-Wert von 7,4 liegt das Thiol von GSH protoniert vor, während das 

Selenocystein fast vollständig ionisiert als Selenolat vorliegt. Besonders bemerkenswert ist 

in diesem Zusammenhang, dass sich die festgestellte besondere Stabilität von IZ-3 (Struk-

tur 7) nicht in den Ergebnissen des GPx-Assays widerspiegelt.  

3.1.4.2 Abhängigkeit der antiproliferativen Wirkung von der Stabilität von Pentathiepin 36 

In Kapitel 2.3.6 konnte gezeigt werden, dass Pentathiepin 36 bei seiner IC50-Konzentration 

nach der Reaktion mit GSH keine antiproliferative Wirkung an zwei getesteten, humanen 

Krebszelllinien mehr besitzt. Das steht im Einklang mit der Literatur, die für das korres-

pondierende Dithiol zu Varacin eine zehnfach schwächere zytotoxische Wirkung in 

HeLa53-Zellen beschreibt.[110] Die Ursache für diese unterschiedliche Wirkung ist wahr-

scheinlich einerseits die erhöhte Lipophilie des Pentathiepins. Diese kann die passive Auf-

nahme durch Membranen in Zellen erhöhen. Zusätzlich ist der intakte Pentathiepinring 

notwendig, um die reaktiven Schwefelspezies zu erzeugen, die weitere Wirkung entfalten. 

Daraus ist zu schließen, dass der Pentathiepinring für eine gesteigerte Wirkung notwendig 

ist. 

3.1.4.3 Abhängigkeit der Aktivität im MTT-Assay von der Stabilität der Pentathiepine 

In drei Zelllinien, die aufgrund ihres unterschiedlichen Glutathiongehaltes für dieses Ex-

periment ausgewählt wurden, konnte die viabilitätsmindernde Wirkung der sechs Penta-

thiepine mittels MTT-Assay bestimmt werden. Dabei wurde keine Korrelation des Effekts 

der Pentathiepine mit dem Glutathiongehalt der Krebszelllinien festgestellt. Auch hier zeigt 

die in Gegenwart von GSH augenscheinlich besonders stabile Substanz IZ-3 keine abwei-

chende Aktivität von den anderen eingesetzten Substanzen mit Indolizin-Grundgerüst.  
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Generell zeigten die stabileren Substanzen eine höhere Aktivität im MTT-Assay, als die in-

stabileren. Für alle drei Zelllinien ist der Zusammenhang zwischen gemessener Aktivität 

sowie der Halbwertszeit in Gegenwart von 5 mM GSH in Abbildung 64 dargestellt.  

 

Abbildung 64: Korrelation der Aktivität der Pentathiepine im MTT-Assay mit der gemessenen Halbwerts-
zeit in Gegenwart von 5 mM GSH. Substanzen mit höherer Stabilität weisen geringere IC50-
Werte im MTT-Assay auf  

Die Beobachtungen, dass stabilere Pentathiepine auch höhere Zytotoxizität aufweisen, so-

wie, dass keine Korrelation der IC50-Werte der getesteten Substanzen mit dem unterschied-

lichen intrazellulären Glutathiongehalt der drei Krebszelllinien existiert, unterstützen die 

These der Aktivierung von Pentathiepinen durch Glutathion nicht.  

Eine Abhängigkeit vom mittels RP-HPLC bestimmten log P-Wert existiert ebenfalls nicht:  

Tabelle 26: Gegenüberstellung der Aktivität der Pentathiepine im MTT-Assay mit den mittels RP-HPLC ge-
schätzten Verteilungskoeffizienten sowie dem intrazellulären Glutathiongehalt der verwendeten 
Krebszelllinien. Intrazelluläre Glutathionkonzentrationen [c(GSH)] aus NEUMANN et al. 2003[86], Ver-
teilungskoeffizienten vgl. Kapitel 2.2.1 sowie 2.2.2, IC50-Werte vgl. Kapitel 2.3.7 

Insbesondere IZ-3 zeigt bei sehr hohem Verteilungskoeffizienten IC50-Werte im Bereich von 

IZ-2, obwohl sich deren Koeffizienten um fast zwei Größenordnungen unterscheiden. 

Pentathiepin Log10Po/w 7,4 HPLC Kurzname 

IC50 / µM 

KYSE-70 

c(GSH) = 10,8 mM 

IC50 / µM 

LCLC-103H 

c(GSH) = 3,73 mM 

IC50 / µM 

DAN-G 

 c(GSH) = 5,25 mM 

6 6,76 IZ-2 4,89 2,56 3,05 

7 8,03 IZ-3 5,27 2,99 4,01 

9 6,89 PP-1 11,56 6,55 10,54 

25 7,32 IN-1 12,97 6,78 11,92 

29 7,51 PC-1 7,41 7,72 11,10 

36 5,40 IZ-1 0,88 0,78 1,07 
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Auch die anderen Pentathiepine folgen hinsichtlich der zytotoxischen Wirksamkeit nicht 

ausschließlich der Reihe der Lipophilie. 

3.1.4.4 Vorinkubation von Zellen mit BSO 

Um die oben erhaltenen Ergebnisse einer weiteren Prüfung zu unterziehen, wurden die 

Zellen für 6 h mit BSO inkubiert. BSO inhibiert die Biosynthese von GSH und senkt schnell 

den intrazellulären Glutathionspiegel.[56] Ein Vergleich der Zytotoxizität der Pentathiepine 

mit und ohne vorherige BSO-Inkubation sollte Aufschluss über den Wirkmechanismus ge-

ben.  

Für alle Pentathiepine wurde mindestens eine signifikante Erhöhung der Zytotoxizität 

durch Vorinkubation mit BSO beobachtet. Dieses Ergebnis steht ebenfalls im Widerspruch 

zum postulierten Wirkmechanismus, der vorhersagt, dass geringere Glutathionspiegel in-

nerhalb der Zelle zu einer Verringerung der Toxizität führen sollten. Die Erhöhung der 

Toxizität durch Senkung des Glutathionspiegels und dadurch Anstieg von reaktiven Sau-

erstoffspezies ist für BSO auch schon für andere Zytostatika beschrieben, zum Beispiel für 

Melphalan[111, 112] und Cisplatin[89].  

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass in den Stabilitätsuntersuchungen in Kombination 

mit dem GPx-Assay und den MTT-Assays mit und ohne BSO-Inkubation keine von der 

Stabilität oder den intrazellulären Glutathionkonzentrationen abhängige Wirkung gefun-

den wurde. Diese Ergebnisse stellen den postulierten Wirkmechanismus der Aktivierung 

der Pentathiepine durch GSH innerhalb der Zelle in Frage.  

3.2 Diskussion der Glutathionperoxidasehemmung von Pentathiepinen 

In den vorherigen Arbeiten von BEHNISCH 2017[40] sowie WOLFF 2021[41] wurden eine Reihe 

von Pentathiepinen als Glutathionperoxidaseinhibitoren mit IC50-Werten im unteren mik-

romolaren Bereich charakterisiert. Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der weiter-

gehenden Beurteilung der Hemmwirkung. Ausgangspunkt für die weiteren Untersuchun-

gen war die Beobachtung, dass die Dosis-Wirkungs-Beziehung der Pentathiepine nur bis 

zu einer bestimmten Konzentration der normalen Langmuir-Hill-Gleichung (Formel (5—

28)) mit einem Hill-Faktor von etwa 1 entsprechen (Abbildung 65). 
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Abbildung 65: Relative GPx-Aktivität in Abhängigkeit von der Inhibitorkonzentration für Pentathiepin 25. 
Bis zu einer Konzentration von 2,5 µM folgt die Hemmkurve der idealtypischen Form. Hö-
here Konzentrationen weisen eine erhöhte GPx-Aktivität auf 

Abbildung 65 stellt den Zusammenhang zwischen der Konzentration des Inhibitors (Pen-

tathiepin 25) und der relativen GPx-Aktivität dar. Dabei ist ersichtlich, dass sich der Inhi-

bitor wie erwartet verhält, die Hemmkurve jedoch ab einer Konzentration von über 2,5 µM 

von der idealtypischen Form abweicht. Zu erklären ist dieses Verhalten mit den Ergebnis-

sen aus den Kapitel 2.4.2 (GSSG Freisetzung), sowie der Veranschaulichung des Katalyse-

zyklus der GPx. Das freigesetzte GSSG ist in der Lage, in der NADPH-Messreaktion des 

Assaysystems als Substrat zu dienen und die beobachtete Reaktionsgeschwindigkeit bei 

hoher Pentathiepin-Konzentration sogar zu erhöhen. Dennoch stellte sich die Frage, inwie-

weit die beobachtete Hemmung auf die Bildung von Abbauprodukten durch die Reaktion 

zwischen GSH und dem Pentathiepin zurückzuführen ist. Um das Verhalten genauer zu 

beurteilen, wurde zunächst die Reversibilität der Hemmung von Pentathiepinen an der 

GPx-1 bestimmt. Da aufgrund der geringen Stabilität der GPx-1 ein Dialyseversuch nicht 

durchgeführt werden konnte, wurde auf die jump dilution Methode ausgewichen. Bei irre-

versiblen und langsam diffundierenden Inhibitoren, sollte die gemessene Enzymaktivität 

dabei erniedrigt sein. Das war für das getestete Pentathiepin aber nicht der Fall und deutet 

auf eine reversible Hemmung hin. Dass die jump dilution prinzipiell in der Lage ist, Irrever-

sibilität zu erkennen, konnte an der Positivkontrolle Mercaptobernsteinsäure gezeigt wer-

den. MSA wurde als irreversibler Inhibitor im jump dilution Assay identifiziert, wenn die 

Inkubation unter Bedingungen erfolgte, in denen die Glutathionperoxidase katalytisch ak-

tiv ist. Das ist in Übereinstimmung mit massenspektroskopischen Untersuchungen von 

HALL et al. 2014[113][114] hinsichtlich des irreversiblen Inhibierungsmodus von MSA. Im Ge-

gensatz konnte für die Pentathiepine keine erniedrigte Enzymaktivität gezeigt werden, was 

auf eine reversible Hemmung der GPx-1 hindeutet.  
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3.2.1 Diskussion des Einflusses des Abbaus von Pentathiepin 26 in Gegenwart von 

Glutathion auf die Inhibierung von GPx 

Um den Einfluss der beobachteten Reaktion von GSH mit dem Pentathiepin näher einschät-

zen zu können, wurde eine Reihe von Experimenten durchgeführt: 

1) Inkubation des Inhibitors mit allen Bestandteilen des GPx-Assays außer dem Per-

oxid (Kapitel 2.5.2.1). Dabei sollte einerseits herausgefunden werden, ob es sich bei 

dem Pentathiepin um einen slow-binding-Inhibitor handelt. Andererseits wurde so 

überprüft, ob eventuell gebildete Produkte aus Inhibitor und Assay-Bestandteilen 

eine inhibierende Spezies bilden. Für beide Annahmen wurde kein Hinweis gefun-

den. Das Pentathiepin ist kein slow-binding-Inhibitor und die Inkubation des Penta-

thiepins mit den Assay-Bestandteilen führt über die Zeit nicht zu einer veränderten 

Inhibierung.  

2) Die zehnfache IC50-Konzentration von Pentathiepin 26 wurde mit der zehnfachen 

GSH-Konzentration des GPx-Assays versetzt (Kapitel 2.5.2.2). Dabei handelt es sich 

um eine Glutathionkonzentration, die zum Abbau des Pentathiepins führte. Die 

gelbe Farbe der Pentathiepinlösung änderte sich rasch zu bräunlich. Dieses Gemisch 

wurde im Zeitverlauf nach zehnfacher Verdünnung als Inhibitor im GPx-Assay ein-

gesetzt, um herauszufinden, ob ein Abbauprodukt welches über die Zeit gebildet 

wurde, eine Enzymhemmung verursachen kann. Die inhibitorische Wirkung auf 

die GPx war gleichbleibend bei etwa 40 % und entspricht in etwa der erwarteten 

Hemmung des nicht vorinkubierten Pentathiepins. Möglicherweise ist der intakte 

Pentathiepinring für die Hemmung der Glutathionperoxidase nicht entscheidend, 

da auch nach Inkubation mit GSH, welches unter den Bedingungen zum Abbau des 

Pentathiepinrings führen sollte, die inhibitorische Wirkung auf die Glutathionper-

oxidase weiter besteht.  

3) Wurde Pentathiepin 26 im normalen GPx-Assay-Ansatz zunächst ohne GPx mit GR 

angesetzt und erst nach Beenden der mittels UV-Spektroskopie beobachteten GR-

Reaktion mit GPx versetzt (Kapitel 2.5.2.3) wurde keine Hemmung der Glutathion-

peroxidase mehr beobachtet. Es ergibt sich die Vermutung, dass es im Verlauf der 

Reaktion mit GSH und/oder zusätzlich t-BHO zur Bildung von Produkten aus dem 

Pentathiepinring kommt, die dann die inhibitorische Wirkung verursachen. Dabei 

muss es sich nicht ausschließlich um GSSG handeln, da die Glutathionreduktase 

auch in der Lage ist, andere Polysulfide umzusetzen.[94] Der Pentathiepinring fun-

giert in diesem Fall als Träger für reaktive Schwefelspezies. 
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4) Mögliche Reaktionsprodukte zwischen dem Pentathiepin und GSH (GSSH sowie 

H2S), wurden isoliert als Inhibitoren der Glutathionperoxidase charakterisiert (Ka-

pitel 2.5.3). Dabei wurde für GSSH ein IC50-Wert von etwa 4–12 µM bestimmt. Für 

Schwefelwasserstoff wurde ein IC50-Wert von 104 µM (CI95: 83,59–120,50 µM) gemes-

sen. 

Bei den in 4) getesteten möglichen Abbauprodukten handelt es sich wahrscheinlich nicht 

um die entsprechenden, inhibitorisch wirksamen Spezies. Der für Schwefelwasserstoff be-

stimmte IC50-Wert ist mit etwa 100 µM viel zu hoch, um als alleiniger Inhibitor in Frage zu 

kommen, da jeder Pentathiepin-Ring wahrscheinlich nur zu maximal fünf Äquivalenten 

H2S beitragen kann. Die große relative Standardabweichung von 30,07 % ergibt sich aus der 

Flüchtigkeit von Schwefelwasserstoff. Der niedrigere IC50-Wert von etwa 4 µM für GSSH 

geht von einer 30 % Bildungsrate von GSSH unter den gewählten Bedingungen aus,[23] wo-

bei die Menge nicht überprüft wurde. Da bei der Reaktion von Glutathion mit den beiden 

Pentathiepinen 25 sowie 26 keine Freisetzung von GSSH beobachtet werden konnte, ist 

nicht davon auszugehen, dass es sich dabei um die reaktive Spezies im GPx-Assay handelt, 

obwohl sie als sehr reaktiv identifiziert wurde. Nicht überprüft werden konnte die Auswir-

kung von GSSH auf die Glutathionreduktase, da für die in-situ-Erzeugung von GSSH das 

Disulfid GSSG eingesetzt wird, welches Bestandteil im Glutathionreduktase-Assay ist. Zu-

sammenfassend kann gesagt werden, dass der Pentathiepinring wahrscheinlich für eine 

Hemmung an der Glutathionperoxidase durch GSH geöffnet werden muss. Welches gebil-

dete Produkt die Hemmung letztendlich verursacht, konnte nicht geklärt werden. 

3.2.2 Diskussion der RP-HPLC-Methode zur Durchführung des GPx-Assays 

In den vorangegangenen Versuchen zeigte sich, dass die Bildung von GSSG in der Reaktion 

von Pentathiepinen mit GSH die Messreaktion des GPx-Assays verfälscht. Um die Messre-

aktion des enzymatischen Mikrotiterassays zu eliminieren, sollte das gebildete Produkt 

GSSG direkt analytisch bestimmt werden. Zur Quantifizierung von GSH, auch in biologi-

schen Medien, kann eine Bandbreite von verschiedenen Methoden herangezogen wer-

den.[115] Die direkte Quantifizierung von GSH und GSSG ist jedoch aus folgenden Gründen 

erschwert: 1) GSH kann während der Analysezeit zu GSSG oxidiert werden. 2) Weder GSH, 

noch GSSG besitzen ein ausgedehntes Chromophor, was eine Detektion mittels UV-Vis-

Spektroskopie sowie direkter Fluorimetrie nicht einfach macht. Aus diesem Grund enthal-

ten die meisten publizierten RP-HPLC-Methoden zur Detektion von Glutathion und Gluta-

thiondisulfid nach Reduktion einen Derivatisierungsschritt.  
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Tabelle 27 führt eine Reihe von flüssigchromatographischen Bestimmungen von GSH auf. 

Hierbei werden Detektion, Derivatisierung sowie qualitative Merkmale der Bestimmung 

von GSH mit den in dieser Arbeit experimentell ermittelten Daten verglichen.  

Üblicherweise werden Disulfide nach Reduktion als korrespondierende Thiole nachgewie-

sen.[115] Als Reduktionsmittel kommen zum Beispiel Dithiothreitol[97] oder Tris(2-car-

boxyethyl)phosphinhydrochlorid (TCEP)[116] in Frage. Durch die Bearbeitungsschritte erge-

ben sich in den beschriebenen Methoden einige Probleme. Die Bestimmung von GSSG nach 

Reduktion bedingt, dass jede Probe zweifach vermessen werden muss. Je einmal vor und 

nach dem Reduktionsschritt. Die Differenz der bestimmten Glutathionkonzentration ergibt 

die gebildete Menge GSSG. Der Derivatisierungsschritt nimmt weitere Zeit sowie Material 

in Anspruch. Beide Schritte können außerdem die Richtigkeit der Methode verschlechtern. 

Wie in Tabelle 27 zu sehen ist, erhöht die Verwendung von Derivatisierungsreagenzien und 

Detektionsmethoden wie Fluorimetrie oder elektrochemische Detektion die Sensitivität der 

Methode um mehrere Größenordnungen. Für die Anwendung im GPx-Assay ist eine Sen-

sitivität im mikromolaren Bereich ausreichend, da die Enzymaktivität unter den gewählten 

Bedingungen im Bereich von 5 U L−1 liegt. Das entspricht einer Peroxidumsatzrate von 

5 µmol min−1 L−1 und der dementsprechend gleichen Bildungsrate von GSSG.  
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Tabelle 27: Übersicht über flüssigchromatographische Bestimmungsmethoden von GSH. Entnommen und 
modifiziert nach HAMAD et al. 2019[115]. Angegeben sind Nachweisgrenze (LOD), Bestimmungs-
grenze (LOQ) sowie relative Standardabweichung (RSD). Letzte Zeile: Ergebnisse dieser Arbeit 

Säule Derivatisierung Detektion LOD LOQ RSD  

RP-HPLC - ECD 15 fM 50 fM - 
[98] 

RP-HPLC - ECD 50 nM 150 nM 3,85 % 
[117] 

RP-HPLC NBD-F FL 0,03 µM 0,1 µM ≤6,3 % 
[118] 

RP-HPLC SBD-F FL 0,03 µM 0,5 µM ≤1,9 % 
[119] 

RP-HPLC SBD-BF FL  0,02 µM 0,05 µM 1,87 % 
[120] 

RP-HPLC TMPAB-I FL  0,3 nM 0,9 nM 2,1 % 
[121] 

RP-HPLC OPA FL 1,0 nM 3 nM 2,39 % 
[122] 

RP-HPLC OPA FL 70 nM - 1,3–10,6 % 
[123] 

RP-HPLC DNFB FL 1 µM 3 µM 3,3 % 
[124] 

RP-HPLC NDA FL 0,1 µM 0,3 µM ≤12 % 
[125] 

RP-HPLC 
OPA 

2-Aminoethanol 
FL 0,195 µM 0,650 µM - 

[126] 

RP-HPLC AgNO3 MS 0,390 nM 1,302 nM ≤6,2 % 
[127] 

RP-HPLC NEM MS/MS 0,4 µM 1,5 µM - 
[128] 

RP-HPLC - MS/MS 0,2 µM 0,5 µM ≤10 % 
[129] 

RP-HPLC - MS/MS 0,01 µM 0,78 µM 2,1–8,3 % 
[130] 

RP-HPLC NEM UV 15 µM 50 µM - 
[131] 

RP-HPLC - UV  = 215 nm 1,952 µM 5,857 µM 0,2 % 
[132] 

RP-HPLC CNBF UV  = 230 nm 0,04 µM 0,12 µM 3,32 % 
[133] 

RP-HPLC Ethylpropionat UV  = 285 nm 0,1 µM 0,3 µM - 
[134] 

RP-HPLC p-Benzochinon UV  = 303 nm 0,055 µM 0,185 µM 7,4 % 
[135] 

RP-HPLC BCPB UV  = 315 nm 0,2 µM 0,5 µM 2,40 % 
[116] 

RP-HPLC CMQT UV  = 355 nm 0,2 µM 0,5 µM 4,25 % 
[136] 

RP-HPLC DNFB UV  = 375 nm 0,065 µM 0,260 µM ≤1 % 
[137] 

RP-HPLC DTNB Vis  = 410 nm 0,05 µM 0,15 µM 3,2–5,4 % 
[138] 

IPC CMQT UV  = 355 nm 0,8 µM 2 µM 0,47–1,92 % 
[139] 

HILIC SBD-F FL 8,2 fM 25 fM ≤4 % 
[140] 

HILIC - MS/MS 8 nM - 25–30 % 
[141] 

HILIC d7-BQB MS/MS 3,27 nM 10 nM 2,25–8,97 % 
[142] 

RP-HPLC - UV  = 210 nm 
2,34 µM(GSH)  

1,08 µM(GSSG) 

7,09 µM(GSH) 
3,28 µM(GSSG) 

3,5 %(GSSG) 
diese  
Arbeit 

In der Tabelle neu eingeführte Abkürzungen: BCPB – 1-Benzyl-2-chlorpyridiniumbromid; BQB – ω-Bromacetonylchinolini-
umbromid; CMQT – 2-Chlor-1-methylchinoliniumtetrafluorborat; CNBF – 4-Chlor-3,5-dinitrobenzotrifluorid; DNFB – 1-
Fluor-2,4-dinitrobenzendioxan; DTNB – 5,5′-Dithiobis-2-nitrobenzoesäure; HILIC – hydrophilic interaction LC; NBD-F – 4-
Fluor-7-nitrobenzofurazan; NDA – Naphthalen-2,3-dicarboxaldehyde; NEM – N-Ethylmaleinimid; PA – o-Phthaldialdehyd; 
SBD-BF – Ammonium-5-brom-7-fluorbenz-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonat; SBD-F – Ammonium-7-fluorbenz-2-oxa-1,3-diazol-
4-sulfonat; TMPAB-I – 1,3,5,7-Tetramethyl-8-phenyl-(4-iodoacetamid)difluorboradiaza-s-indacen 
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Als flüssigchromatographisches System wurde ein RP-HPLC-System mit einer Machery 

Nagel EC 250/4 Nucleodur PolarTec, 5 µm sowie einer mobilen Phase mit 2 % Acetonitril 

und 98 % Phosphatpuffer 10 mM pH-Wert = 3,0 verwendet. Die Flussrate der isokratischen 

Elution betrug 0,7  mL min−1. Die PolarTec-Säule ermöglicht sehr hohe hydrophile Anteile 

in der mobilen Phase. Dadurch konnte eine Elution von GSH mit einem Retentionsfaktor 

k‘ = 1 erreicht werden. GSSG zeigte in diesem System eine deutlich längere Retentionszeit. 

Somit war eine simultane Detektion und Quantifizierung von GSH und GSSG möglich.  

Um die Sensitivität unter den gewählten Bedingungen dennoch so hoch wie möglich zu 

halten, wurde mittels DAD der Wellenlängenbereich von 200–220 nm integriert zur Detek-

tion verwendet. Dieser Wellenlängenbereich befindet sich knapp oberhalb des UV-cut-offs 

von Phosphatpuffer[143] und nutzt die Absorption der Peptidbindung von GSH respektive 

GSSG im Bereich von 190–210 nm aus.  

Mit dem beschriebenen System wurden die in Tabelle 27 aufgeführten Nachweis- und Be-

stimmungsgrenzen für die beiden Spezies erhalten. Sie sind mit 2,34 µM(GSH) sowie 

1,08 µM(GSSG) für die Nachweisgrenze von GSH und GSSG und 7,09 µM(GSH) sowie 

3,28 µM(GSSG) als Bestimmungsgrenze von GSH und GSSG relativ hoch im Vergleich zu den 

meisten publizierten Assays. Sie liegen jedoch im Bereich der ähnlich durchgeführten Ver-

suche von SUTARIYA et al. 2012[132]. Die Grenzen sind ausreichend für die Verwendung im 

GPx-Assay. 

Beim erstmaligen Versuch der Bestimmung der IC50-Werte lief die Reaktion unter den Stan-

dardassaybedingungen hinsichtlich Enzym- und Substratkonzentration (Kapitel 5.4.1) zu 

schnell ab, sodass eine Messung im linearen Kalibrationsbereich von 6–150 µM nicht mög-

lich war. In Anlehnung an BEHNISCH-CORNWELL et al. 2019[82] wurde entsprechend die GPx-

konzentration auf 0,015 U L−1 reduziert und die GSH-Konzentration auf 1,7 mM angepasst. 

Somit findet die IC50-Bestimmung in diesem Assay bei [S] = Km  für 200 µM t-BHO statt. Un-

ter den geänderten Bedingungen konnte für MSA mit 24,20 µM (CI95: 18,34–30,05 µM) der 

gleiche IC50-Wert erhalten werden, wie in den bereits publizierten Arbeiten mit Mikroti-

terassay.[82] Die katalytische Reaktion der GPx-1 wurde dabei durch Zugabe hoher Mengen 

des irreversiblen GPx-1-Inhibitors MSA gestoppt, was eine Verweilzeit im Autosampler er-

möglichte.  

Es wurde eine RP-HPLC-Methode entwickelt und teilvalidiert, die die gleichen Qualitäts-

merkmale aufweist, wie bereits publizierte, ähnliche Methoden. Eine Verbesserung hin-
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sichtlich bereits publizierter Daten ist die Verwendung einer PolarTec-Säule, welche Re-

tentionszeiten von GSH und GSSG ermöglicht, bei denen eine Quantifizierung mit größerer 

Sicherheit möglich ist. Nachweis- und Bestimmungsgrenze sind literaturähnlich. Die Iden-

tifizierung von Inhibitoren der GPx-1 ist mit dieser Methode möglich. Nachteilig ist die 

lange HPLC-Analysezeit von etwa 20 min pro Analyse. Die Bestimmung eines IC50-Wertes 

nimmt somit mindestens 4 h in Anspruch (Kontrolle, Leerwert, jede Inhibitorkonzentration 

an mindestens drei Zeitpunkten).  Ein weiterer Nachteil ist die Beeinflussung durch orga-

nische Lösungsmittel. Die Verwendung von DMF muss auf ein Mindestmaß reduziert wer-

den, da DMF die Detektion von GSH verhindert und in höheren Konzentrationen die De-

tektion von GSSG beeinflusst.  

Letztendlich konnte das ursprüngliche Problem, die Beeinflussung des Assays durch Au-

tooxidation, nicht gelöst werden, da das Pentathiepin in Gegenwart von t-BHO und Gluta-

thion, trotz Hemmung der Enzymreaktion durch MSA, GSH zu GSSG oxidierte. Diese Au-

tooxidation konnte nicht unterbunden werden, da im für den Assay verwendeten GPx-

Puffer 50 mM Phosphatpuffer pH = 7,4 enthalten waren. Den pH-Wert auf Werte unterhalb 

3,0 abzusenken war nur unter Einsatz hoher Mengen konzentrierter Säure möglich, was zu 

Doppelpeaks im Chromatogramm führte. Deswegen wurde der HPLC-Assay für die Be-

stimmung der GPx-Enzymkinetik nicht weiter verwendet.  

3.3 Diskussion der Analytik von Pentathiepinen in Liposomen 

In bisherigen Arbeiten haben fast alle Pentathiepine eine geringe Löslichkeit in wässrigen 

Medien sowie eine Instabilität gegenüber GSH gezeigt. Um diese Nachteile zu umgehen, 

wurde über Trägersysteme nachgedacht, die beide negativen Merkmale lösen könnten. Das 

Hauptaugenmerk bei der Anwendung von Liposomen als Träger für Pentathiepine lag auf 

der verbesserten Stabilität gegenüber GSH, um bei hypothetischer parenteraler Gabe in in-

vivo Modellen einen Abbau vor Erreichen des Ziels zu verhindern. Ein weiterer Aspekt war 

die Verbesserung der Wasserlöslichkeit, da nur gelöste Substanzen auch bioverfügbar 

sind.[144] Im Folgenden werden die Eigenschaften der Liposomen diskutiert, zu denen ei-

gene Untersuchungen durchgeführt wurden. Grundlegend kann gesagt werden, dass die 

Größe der erzeugten Liposomen 90–100 nm im etablierten Bereich für SUV liegen.[145] 

Zur Herstellung ausgewählt wurden zunächst die beiden Pentathiepine 30 und 36, welche 

beide sehr lipophil und zytotoxisch sind.  
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Abbildung 66: Strukturen der Pentathiepine 30 und 36, die für die Untersuchungen mit Liposomen ausge-
wählt wurden 

Die Herstellung der Liposomen mit Pentathiepin 30 war leider nicht erfolgreich. Während 

der Extrusion der Liposomen sind große Mengen des Pentathiepins ausgefallen, weshalb 

nur geringe mikromolare Konzentrationen im Endprodukt erreicht werden konnten. Ur-

sächlich ist wahrscheinlich die hohe Lipophilie der Struktur. Der errechnete clog P-Wert 

liegt bei 7,36. Der für das verwendete Pentathiepin 36 errechnete clog P-Wert beträgt 6,63 

und der mittels RP-HPLC bestimmte Wert ist 5,40. Das deutet darauf hin, dass mit dieser 

Herstellungsmethode auch Grenzen für die Lipophilie nach oben existieren.  

3.3.1 Diskussion der Extraktion und Gehaltsbestimmung 

In den beladenen Liposomen wurden, nach Optimierung der Herstellung im Arbeitskreis 

von Prof. Dr. Mihaela Delcea, Pentathiepinkonzentrationen in PBS von 121,5–410,22 µM be-

stimmt. Die Ergebnisse weisen eine herstellungsbedingte Schwankung auf, die es nötig 

macht, die Konzentration jeder Charge zu bestimmen.  

Die erhaltenen Konzentrationen an Pentathiepin in der liposomalen Zubereitung ergeben 

eine Beladungseffektivität von etwa 30 % bezogen auf die initial eingesetzte Stoffmenge  

von Pentathiepin. Dieser Wert liegt in dem Bereich, der von IMMORDINO et al. 2003[103] für 

Paclitaxel (31–34%) berichtet wird. Er liegt allerdings deutlich unter der berichteten Effek-

tivität von 56–83 %, die dieselbe Arbeitsgruppe für Docetaxel erreicht hat. Die Effektivität 

ist dabei von der Zusammensetzung der Lipide und der Verwendung von Cholesterol ab-

hängig, welches die Fluidität der Membran beeinflusst und so die Durchlässigkeit der 

Membran für gelöste Substanzen verändert.[81] Eine Optimierung der Lipidzusammenset-

zung könnte die Beladungseffektivität erhöhen. Die Verwendung der Extrusionsmethode 

kann ebenfalls zu einer niedrigeren Effektivität führen.[146]  

Die Extraktions- und Konzentrationsbestimmungsmethode selbst weist vergleichsweise 

hohe Schwankungen mit einer relativen Standardabweichung von 2,1–13,3 % (siehe Tabelle 

20, Seite 81) innerhalb einer Charge auf. Diese sind wahrscheinlich auf die Verwendung 
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von Diethylether als organisches, leicht flüchtiges, lipophiles Extraktionsmittel zurückzu-

führen. Da die erzielte Standardabweichung für den Zweck ausreichend war, wurde keine 

weitere Optimierung des Extraktionsvorgangs vorgenommen. Andere Methoden der Auf-

schließung der Liposomen, wie zum Beispiel mittels Detergenzien, Osmolaritäts-, pH- oder 

Temperaturänderungen sowie Vortexen oder Hydrokavitation wurden wegen des appara-

tiven Aufwandes, der nicht gegebenen Vollständigkeit[147] sowie der anschließenden Lös-

lichkeitsprobleme der Pentathiepine nicht in Betracht gezogen. Die Verwendung von De-

tergenzien, wie zum Beispiel Triton-X, respektive umweltfreundlicheren Alternativen, 

hätte zudem eine Aufbereitung mittels Festphasenextraktion erfordert, da die HPLC-Ana-

lytik durch diese Substanzen gestört würde. Eine Anwendung der Methode auf weniger 

lipophile Substanzen ist mit den gewählten Bedingungen wahrscheinlich nicht möglich. 

3.3.2 Diskussion der Stabilitätsuntersuchungen der liposomalen Zubereitung 

Für die Verwendung in biologischen Assays ist es von zentraler Bedeutung, die Stabilität 

der liposomalen Zubereitung unter Lagerbedingungen zu kennen. Während der Lagerung 

könnte zum Beispiel eine Konfluenz der Liposomen sowie Präzipitation von Pentathiepi-

nen auftreten. Das ist bei den hier verwendeten Liposomen insbesondere zu beachten, da 

keine Oberflächenmodifikationen vorgenommen und neutrale, nach außen ungeladene Li-

pide verwendet wurden. Die Stabilität der liposomalen Zubereitung ist maßgeblich durch 

die Oberflächeneingeschaften und den Austritt des Pentathiepins aus dem Liposomen be-

einflusst. Ein Standardparameter zur Charakterisierung von Oberflächen von Liposomen 

ist das Zetapotential. Es beschreibt die mittlere Potentialdifferenz zwischen der Partikel-

oberfläche und der Scherschicht. Gemessen wird diese Spannung durch Bewertung der Ge-

schwindigkeit des Partikels in einem angelegten elektrischen Feld.[80] Dabei bewegt sich 

nicht nur der Partikel, sondern auch die ihm aufgelagerte Ionendoppelschicht gegen die 

den Partikel umgebenden dispergierten Ionen. Die Grenze zwischen der Ionendoppel-

schicht und dem Dispersionsmedium wird Scherschicht genannt und beschreibt die äußere 

Grenze des gemessenen Partikels. Das Zetapotential wird dabei durch viele Faktoren be-

einflusst, unter anderem: Zusammensetzung der Lipide, elektrische Ladung der Lipide, 

pH-Wert, Ionenstärke des Messmediums, Konzentration der Partikel sowie Oberflächen-

modifikation.  

Das Zetapotential der beladenen und unbeladenen Liposomen wurde zu −8,0 ± 0,4 mV res-

pektive −12,6 ± 1,43 mV bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen damit den in der Literatur zu 



DISKUSSION AUSGEWÄHLTER ERGEBNISSE 

 

106 

 

findenden Zetapotentialen unter ähnlichen Messbedingungen.[76, 148, 149] Die negativen Zah-

lenwerte zeigen an, dass die Gesamtladung des Partikels negativ ist. Sie gelten dennoch 

aufgrund der geringen Negativität als elektrisch ungeladene, neutrale Liposomen.[76] Nega-

tive Ladungen sind positiven Ladungen vorzuziehen, da es aufgrund der Physiologie der 

Zellmembranen einerseits zu Adhäsion positiv geladener Partikel an der Zellmembran 

kommen kann, andererseits haben sich positiv geladene Liposomen als zytotoxisch gegen-

über Immunzellen herausgestellt.[78] Wobei die Bedeutung dieser Ergebnisse hinsichtlich 

der generellen in-vivo Toxizität schon lange diskutiert wird.[150] 

Obwohl das gemessene Zetapotential innerhalb des Bereiches von −30 mV bis +30 mV liegt, 

welcher als Bereich relativer Instabilität liposomaler Suspensionen angesehen wird,[151] 

konnte im dreiwöchigen Versuch keine Veränderung der Größenverteilung, Partikelzahl 

sowie Pentathiepinkonzentration bei Lagerung in wässrigem Puffer bei 4 °C gemessen wer-

den. Die hergestellte liposomale Suspension war demnach für die weitergehenden Versu-

che ausreichend stabil.  

3.3.3 Diskussion der Stabilität sowie der Zytotoxizität des Pentathiepins 36 in Liposo-

men 

Zwischen dem freien Pentathiepin und der Suspension aus Liposomen konnten einige Un-

terschiede in den UV-Vis-spektroskopischen Experimenten beobachtet werden. Zunächst 

wurde eine leichte hypsochrome Verschiebung der UV-Vis-Spektren des inkorporierten 

Pentathiepins 36 beobachtet (Abbildung 52, Seite 75), die sich auch in den Differenzspek-

tren wiederfand:  

 

Abbildung 67: Vergleich der Differenzspektren des liposomalen sowie freien Pentathiepins 36. links: Auf-
nahme Differenzspektren von 5 µM IZ-1 (Pentathiepin 36) in Gegenwart von 1 mM GSH über 
60 min.[85] rechts: Aufnahme Differenzspektren von 5 µM IZ-1 (Pentathieipn 36) in Liposo-
men in Gegenwart von 10 mM GSH über 55 min. T = 23 °C, pH = 7,4, d = 1 cm 
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Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf eine geänderte elektronische Umgebung des Pen-

tathiepins im Liposomen zurückzuführen. UV-Vis-Spektren sind lösungsmittelabhängig 

und das Pentathiepin liegt wahrscheinlich in der Lipidphase verteilt vor, was dazu führt, 

dass höhere Energien zur Anregung der Elektronen benötigt wurden. Daher ist es nicht 

unerwartet, dass sich die Absorptionsspektren leicht unterscheiden. Da die Identität des im 

Liposomen vorliegenden Pentathiepins mittels RP-HPLC bestätigt wurde, wird davon aus-

gegangen, dass die kleine Änderung des UV-Vis-Spektrums die Ergebnisse der Analyse 

nicht beeinflusst.  

Das Ergebnis der Stabilitätsuntersuchung für die liposomale Suspension zeigt eine Erhö-

hung der Stabilität gegenüber dem freien Pentathiepin um den Faktor 4 bei 23 °C (Abbil-

dung 67). Das trifft sowohl auf die Gesamtreaktionsdauer, als auch auf die initiale Absorp-

tionsabnahme zu. Dass bei 23 °C bei intrazellulär vorhandenen Glutathionkonzentrationen 

innerhalb einer Stunde ein kompletter Abbau trotz Liposomen geschieht, weist auf eine 

weiterhin bestehende relative Instabilität des Pentathiepins in Liposomen hin. Eine Mög-

lichkeit zur Erklärung stellt die Diffusion des Pentathiepins aus dem Liposomen in die 

wässrige Phase dar, obwohl das angesichts des sehr hohen Verteilungskoeffizienten un-

plausibel erscheint. Eher sind kleine Mengen an GSH in der Lage in die Lipiddoppelschicht 

einzudringen. 

Die Lipiddoppelmembran lässt sich prinzipiell hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und 

damit einhergehender Permeabilität, Immunogenität sowie Liposomenstabilität charakte-

risieren. Eine Typisierung anhand ihres Verhaltens bei Temperaturänderungen ist zusätz-

lich möglich. Dabei werden unter anderem geordnete, starre gel-state (Lβ) und ungeordnete, 

fluide liquid-crystalline (Lα) Zustände von kristallinen subgel Phasen (Lc) unterschieden.[81, 152] 

Der Übergang von der geordneten gel-state Phase zur ungeordneten liquid-crystalline Phase 

ist durch eine höhere Beweglichkeit und geringe Ordnung der Kohlenwasserstoffketten ge-

kennzeichnet. Dessen Übergangstemperatur (Tc), wird durch die Länge der Kohlenwasser-

stoffketten der verwendeten Lipide, die Anzahl der Doppelbindungen, sowie den Zusatz 

von z.B. Cholesterol beeinflusst. Dabei steigt die Temperatur mit der Kettenlänge und ab-

nehmendem Sättigungsgrad sowie abnehmender Größe der polaren Gruppe. Der Zusatz 

von Cholesterol kann die Temperatur sowohl erhöhen, als auch erniedrigen. Wird Tc über-

schritten, sind Wassermoleküle des Dispersionsmediums in der Lage die polaren Kopf-

gruppen der Liposomen stärker zu hydratisieren und in die Membran zu permeieren.[72, 153] 

Die in dieser Arbeit untersuchten Liposomen bestehen ausschließlich aus DOPC, welches 

eine Tc = −17 °C besitzt (Herstellerangabe).[71]  Das ermöglicht einerseits die Herstellung der 
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Liposomen bei Raumtemperatur[81] andererseits befinden sich die Liposomen höchstwahr-

scheinlich in der liquid-crystalline Phase, welches ein Eindringen von Wassermolekülen in 

die Membran ermöglicht und so den Angriff von GSH am Pentathiepin beschleunigt, was 

den Abbau des Pentathiepins in Gegenwart von 10 mM GSH erklärt. Eine veränderte Zu-

sammensetzung der Lipidmembran, zum Beispiel durch Hinzufügen weiterer Lipide, Cho-

lesterol oder Oberflächenmodifikationen durch Polyethylenglykol könnte dazu führen, die 

Stabilität gegenüber Glutathion zu verbessern. Zukünftige Forschung soll diese Frage klä-

ren.  

Das Resultat der Stabilitätsuntersuchungen sollte nicht ohne Zusammenhang zur anti-

proliferativen Wirkung gesehen werden. Im Kristallviolett-Zellproliferations-Assay konnte 

zwischen dem freien und liposomalen Pentathiepin kein Unterschied hinsichtlich der IC50-

Werte nach einer 96-stündigen Inkubationsdauer festgestellt werden. Das ist kein unerwar-

tetes Ergebnis. Für das zugelassene liposomale Daunorubicin wurde zum Beispiel an aku-

ter Leukämie die gleiche Wirksamkeit in-vitro gemessen, wie für das freie Daunorubicin.[154] 

Für Docetaxel wurde zelllinienspezifisch eine identische oder um den Faktor 2 schwächere 

Zytotoxizität nach 48 h Inkubationszeit ermittelt.[103] Damit konnte gezeigt werden, dass die 

Liposomen zwar zu einer Abschirmung vor GSH führen, die antiproliferativen Eigenschaf-

ten dabei jedoch nicht verloren gehen. Dennoch muss bei veränderter Zusammensetzung 

der Lipiddoppelschicht (siehe oben) die Auswirkung auf die antiproliferativen Eigenschaf-

ten im Auge behalten werden. So führen zum Beispiel Oberflächenmodifikationen mit PEG 

unter Umständen zu einer geringeren Aktivität.[103] 

Die Analytik von Pentathiepin 36 in Liposomen lässt sich folgendermaßen zusammenfas-

sen: Der Arbeitskreis von Prof. Mihaela Delcea stellte small unilamellar vehicle Liposomen 

aus DOPC mit einem mittleren hydrodynamischen Durchmesser im Bereich von 100 nm 

zur Verfügung, welche mit Pentathiepin beladen waren. Grundlegend wurde die Größe 

der Liposomen sowie deren Größenverteilung mittels DLS bestimmt. Eine qualitative Aus-

sage zum Beladungserfolg konnte mittels UV-Vis-Spektroskopie getroffen werden. Zur 

weiteren Analytik wurde eine Methode benötigt, die eine Konzentrationsbestimmung des 

Pentathiepins ermöglichte. In dieser Arbeit konnte eine RP-HPLC-Methode zur Konzent-

rationsbestimmung von Pentathiepin 36 in liposomaler Zubereitung entwickelt werden. 

Dabei wurden Matrix-Effekte insoweit ausgeschlossen, als dass sich eine Kalibration mit-

tels Standard-Additions-Methode nicht von einer einfachen, externen Kalibration unter-

schied. Mithilfe dieser RP-HPLC-Methode war es möglich, die Herstellung der Liposomen 

hinsichtlich der enthaltenen Konzentration an Pentathiepin zu optimieren. Während in den 
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ersten Chargen nur sehr geringe Konzentrationen an Pentathiepin detektierbar waren, ge-

lang es in den optimierten Chargen Konzentrationen von bis zu 400 µM zu erreichen. Ver-

glichen mit der Löslichkeit des freien Pentathiepins handelt es sich dabei um eine Verbes-

serung um mehrere Größenordnungen. Die Liposomen besaßen eine Lagerstabilität, die 

ausreichend war, um mindestens drei Versuche mit einer Charge durchzuführen und zeig-

ten eine 4-fach verbesserte Stabilität gegenüber physiologischen Konzentrationen Gluta-

thion. Weiterhin bleibt festzuhalten, dass die antiproliferative Effektivität der Pentathiepine 

nicht verloren ging. 
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4 Zusammenfassung und Ausblick 

Pentathiepine wurden als Substanzklasse mit vielfältigen biologischen Eigenschaften be-

schrieben (Kapitel 1). Sie besitzen unterschiedliche biologische Wirkungen, die möglicher-

weise auf die Aktivierung durch Thiole, wie zum Beispiel GSH, zurückzuführen sind. Dazu 

gehören die Erzeugung von ROS und die oxidative Fragmentierung von DNA. Pentathie-

pine zeigten sich als gelbe, schwer lösliche Feststoffe und sind in sauren Lösungen sehr 

stabil. In Lösungen, die Basen oder Nukleophile enthielten, nahm der Gehalt an Pentathie-

pinen jedoch sehr schnell ab. In dieser Arbeit sollte hauptsächlich untersucht werden, in-

wieweit sich die Stabilität auf die biologischen Eigenschaften auswirkt. Neben der Ermitt-

lung der Verteilungskoeffizienten verschiedener Pentathiepine, wurden auch 

enzymbasierte Assays durchgeführt.  

Dazu gehörte die Bestimmung der Reversibilität der Hemmung an boviner GPx-1 (Kapitel 

2.5.1) sowie der Einfluss unterschiedlicher Inkubationsbedingungen auf die inhibitorische 

Wirkung (Kapitel 2.5.2–2.5.3). Dabei wurde für das untersuchte Pentathiepin mittels jump 

dilution keine irreversible Hemmung an boviner GPx-1 gefunden. Eine irreversible Inhibie-

rung konnte jedoch für MSA gezeigt werden. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Inku-

bationsbedingungen erlauben die Schlussfolgerung, dass der intakte Pentathiepinring 

wahrscheinlich nicht an der Hemmung der GPx-1 beteiligt ist, sondern die aus der Reaktion 

mit GSH gebildeten Abbauprodukte. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass der Pen-

tathiepinring mindestens als „Schwefeltransporter“ benötigt wird. Die gebildeten Produkte 

der Reaktion von Pentathiepin und GSH reagieren ihrerseits schnell ab. In diesem Zusam-

menhang wurde gezeigt, dass H2S eine geringe Hemmung der GPx-1 bei 104,73 µM (CI95: 

83,59–120,50 µM) zeigt, wogegen reaktive Schwefelspezies, wie zum Beispiel GSSH, eine 

relativ starke Hemmwirkung auf das Enzym besitzen: 12,12 µM (CI95: 10,18–14,12 µM). Da 

bei der Reaktion mit Glutathion GSSG freigesetzt wird, welches die Messreaktion des ver-

wendeten Assays beeinflusst, konnten diese Effekte nicht genauer untersucht werden. Zu-

nächst wurde versucht, für enzymkinetische Untersuchungen die Glutathionkonzentration 

im Assay gering zu halten und die Versuche gegen veränderliche Konzentrationen t-BHO 
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durchzuführen. Dafür wurde der Km-Wert für t-BHO bei 250 µM GSH zu 22,68 ± 3,34 µM 

bestimmt. Die veränderte Reaktionskinetik führte jedoch nicht zu auswertbaren Ergebnis-

sen in Bezug auf enzymkinetische Parameter. Der anschließende Versuch den Assay auf 

eine RP-HPLC-Methode zu übertragen, war für die Pentathiepine nicht geeignet und 

konnte nur für MSA angewendet werden. Für MSA konnte ein entsprechender IC50-Wert 

zu 24,20 µM (CI95: 18,34–30,05 µM) bestimmt werden. Es wurde jedoch keine Möglichkeit 

gefunden die Reaktion der Assaybestandteile mit Pentathiepinen während der Analysezeit 

im Autosampler ausreichend zu unterbinden. Aus diesem Grund konnten weitere Effekte 

von Pentathiepinen auf die GPx-1 mit dem RP-HPLC-Assay nicht untersucht werden.    

Im zweiten Teil der Arbeit wurden sechs Pentathiepine mit vier unterschiedlichen Grund-

gerüsten hinsichtlich ihrer Stabilität in Gegenwart von Glutathion untersucht. Zunächst 

wurde eine RP-HPLC-Methode entwickelt, um die Stabilität zu untersuchen. Aufgrund der 

Laufzeiten der HPLC ergab sich jedoch eine zu geringe Datendichte insbesondere für in-

stabile Substanzen. Deshalb wurde das Experiment mittels Diodenarray-UV-Vis-Spektro-

skopie durchgeführt, wobei zunächst überprüft wurde, ob die Selektivität der gewählten 

untersuchten Wellenlängen ausreichte. Im Anschluss wurden für alle untersuchten Penta-

thiepine Differenzspektren bei unterschiedlichen GSH-Konzentrationen aufgenommen 

und die Abnahme in dem dem Pentathiepin zuzuordnenden Wellenlängenbereich quanti-

fiziert. Dabei gab es hinsichtlich der Reaktivität der Pentathiepine sehr starke Unterschiede. 

Während das Pyrrolo-Pyrazin-Derivat bei 250 µM GSH eine geringe Halbwertszeit von 

3 min zeigte, konnte kein Abbau für die Indolizin-Derivate beobachtet werden. Während 

bei 9 mM GSH die Halbwertszeit des Pyrrolo-Pyrazin-Derivates im Sekundenbereich lag, 

besaßen die Indolizin-Derivate noch Halbwertszeiten von mehreren Minuten. Trotz dieser 

großen Unterschiede konnten keine Unterschiede hinsichtlich der GPx-Hemmung und der 

antiproliferativen Eigenschaften beobachtet werden. Auch eine Absenkung der intrazellu-

lären GSH-Konzentration durch Inkubation mit BSO in drei humanen Krebszelllinien mit 

unterschiedlichem Glutathiongehalt ergab keine Unterschiede zwischen den getesteten 

Substanzen. Sie waren durchgehend aktiver, als sie in vorinkubierten Zellen getestet wur-

den. Eine Besonderheit stellte das Indolizin-Derivat 3 (IZ-3) dar, welches auch in Gegen-

wart sehr hoher Konzentrationen an GSH einen sehr langsamen Abbau zeigte. Moleküldy-

namische Simulationen ergaben, dass es sich eventuell um Dimerbildung und 

dementsprechende Abschirmung des Pentathiepins aufgrund der sehr hohen Lipophilie 

der Substanz handelte.  
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Aufgrund der vergleichsweise hohen Reaktivität in Gegenwart von GSH sollte ein Penta-

thiepin in einem proof of concept in Liposomen formuliert werden. Diese Formulierung sollte 

einerseits das Pentathiepin vor Reaktionen mit Thiolen wie GSH schützen, andererseits die 

Wasserlöslichkeit erhöhen. Dabei ergab sich, dass die Wasserlöslichkeit der Pentathiepine 

durch Formulierung in DOPC-Liposomen von unter  3 µM auf über 400 µM erhöht werden 

konnte. In Hinsicht auf die Stabilität ergab sich eine erhöhte Stabilität des untersuchten 

Pentathiepins in Anwesenheit von 10 mM GSH um den Faktor 4 bezüglich der initialen 

Absorptionsabnahmen und der Zeit bis zum vollständigen Abbau. Hinsichtlich der anti-

proliferativen Eigenschaften ergab sich keine Abnahme der Wirkung des Pentathiepins 

durch Formulierung in Liposomen. Das lässt den Schluss zu, dass Liposomen ein geeigne-

tes Vehikel für die Stabilisierung sowie den Transport von Pentathiepinen sein können.   

Weiterhin sind Experimente zur Aufklärung des intrazellulären Wirkmechanismus der 

Pentathiepine möglich. Zum Beispiel durch Überprüfung der Fähigkeit zur Komplexbil-

dung mit mehrwertigen Kationen, wie zum Beispiel Zink. Des Weiteren ist die Quantifizie-

rung der freigesetzten Menge H2S aus Pentathiepinen in Gegenwart von GSH interessant, 

insbesondere, wenn man den Einfluss von H2S hinsichtlich auf die durch Pentathiepine 

ausgelösten Effekte bedenkt. Insbesondere die Isolation und Charakterisierung der gebil-

deten Abbauprodukte, zum Beispiel mittels Massenspektrometrie, hinsichtlich deren Effekt 

auf die GPx-1 stehen aus. Zusätzlich bietet die Optimierung der Liposomen hinsichtlich der 

Zusammensetzung, Herstellung und Anwendbarkeit auf andere Pentathiepine interes-

sante Forschungsmöglichkeiten.  
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5 Experimenteller Teil 

5.1 Untersuchte Substanzen 

In der folgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten Pentathiepine aufgeführt 

und zur besseren Nachverfolgbarkeit mit Herkunft und Identifikationskürzel versehen. Die 

Substanzen aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Carola Schulzke wurden auf Reinheit über-

prüft und sind zum Teil in BEHNISCH-CORNWELL et al. 2020[42] sowie WOLFF et al. 2021[43] 

publiziert. Die Synthese und Charakterisierung der Substanzen aus dem Arbeitskreis von 

Prof. Dr. Patrick J. Bednarski waren Teil einer Diplomarbeit von NAPIERKOWSKI 2016[39] und 

sind zum Teil in BEHNISCH-CORNWELL et al. 2020[42] publiziert.  

Tabelle 28: In dieser Arbeit verwendete Pentathiepine. Links: Struktur. Rechts: Nummerierung, Herkunft, 
Kürzel 
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5.2 Material 

Alle Chemikalien wurden verwendet, wie vom Hersteller geliefert. Sind mehrere Geräte 

oder Systeme aufgeführt, ist bei der Methodenbeschreibung angegeben, welches verwen-

det wurde. 

5.2.1 Verwendete Geräte 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

HPLC-System-I (Merck-Hitachi, Darmstadt und San Jose, Deutschland-USA) 

Interface D-7000; Entgaser L-7612; Pumpe L-7100; Autosampler L-7200; Detektor L-4500 

DAD; Säulenofen L-7360; Software D-7000 HSM. 

HPLC-System-II (Merck-Hitachi, Darmstadt und San Jose, Deutschland-USA) 

Interface D-7000; Entgaser L-7612; Pumpe L-7100; Autosampler L-7200; Detektor L-7450 

DAD; Säulenofen L-7350; Software D-7000 HSM. 

pH-Meter 

Mikroprozessor-pH-Meter pH 539  Wiss. Techn. Werkstätten GmbH, Weilheim,  

Deutschland 

Plattenlesegeräte 

SpectraMax 384 plus  Molecular Devices, San Jose CA, USA 

Tecan Sunrise  Tecan Austria GmbH, Groedig, Österreich 

Software 

Biovia Draw 21.1  Dassault Systems, Vélizy-Villacoublay, Frankreich 

GraphPad Prism 8  GraphPad Software, Inc., Ja Lolla CA, USA 

Magellan V 7.3  Tecan Austria GmbH, Groedig, Österreich 

Microsoft Excel 2013  Microsoft, Redmond WA, USA 

Microsoft Word 2013  Microsoft, Redmond WA, USA 

SoftMax Pro 6.4.1  Molecular Devices, Sunnyvale CA, USA 

WinASPECT 2.5.0.0  Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland 

UV-Vis-Spektroskopie 

Spekol 1200  Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland 

Specord S 600  Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland 

Genesys 10S  Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA 

Waagen 

MC1  Sartorius, Göttingen, Deutschland 

PT310  Sartorius, Göttingen, Deutschland 
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ENTRIS64I-1S  Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Wasseraufbereitung 

Purelab Flex 3  Elga, Veolia, Paris, Frankreich 

Zentrifugen 

Heraeus Multifuge X1R Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA 

Heraeus Primus R  Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA 

Galaxy Ministar  VWR, Hannover, Deutschland 

Weitere verwendete Materialien 

15 mL Falcon  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland, 62.554.502 

96-well Mikrotiterplatten UV  Greiner BioOne, Kremsmünster, Österreich, 655801 

96-well-Mikrotiterplatten  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland, 83.3924 

T25-Zellkulturflaschen  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland, 83.3910.002 

UV-Vis-Makroküvette  Hellma Analytics, Müllheim, Deutschland,  

100-10-K-40 

Weitere Geräte 

Brutschränke Heracell  Heraeus, Thermo Fischer Scientific, Waltham MA, 

USA 

Coulter Counter Z2  Beckman-Coulter, Miami, USA 

EVE™ automatic cell counter  NanoEnTek, Pleasanton CA (USA 

Herasafe RS Laminar-Flow-Box  Kendro, Hanau, Deutschland 

Plattenrüttler MS3 digital  IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland 

Ultraschallbad Qualilab  Merck, Darmstadt, Deutschland 

Vortexer: LabDancer  VWR, Hannover, Deutschland 

Wasserbad Thermolab/GFL 1083  GFL, Burgwedel, Deutschland 

5.2.2 Verwendete Chemikalien 

Im Folgenden sind allgemein verwendete Chemikalien und Reagenzien aufgeführt. Im spe-

ziellen genutzte Chemikalien, wie zum Beispiel Chemikalien für biochemische Analysen 

oder die Qualität verwendeter Lösungsmittel für die HPLC, sind im entsprechenden Me-

thodenteil verzeichnet. 

1-Octanol  Merck, Darmstadt, Deutschland, 293245 

Benzophenon  Hauschemikalie 

Bibenzyl  Thermo Fischer Scientific, Waltham MA, USA, 

106230250 
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Coulter Clenz  Beckman-Coulter, Miami, USA 

Dikaliumhydrogenphosphat  Merck, Darmstadt, Deutschland, 1.05099.1000 

Dimethylsulfoxid  Carl Roth, Karlsruhe, A994.2 

Diethylether Hauschemikalie 

Diphenylether  Hauschemikalie 

EDTA  Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, E5134 

FBS Supreme  PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland, P30-3031 

Fe(NO3)3×9H2O  Acros Organics, Thermo Fischer Scientific, Waltham 

MA, USA, 38706500 

Glutaraldehyld-Lösung  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, 4995.1 

Glutathion  Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA, G4251 

Glutathiondisulfid  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, 6378.1 

Glutathionperoxidase  Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland,  

G-6137-500UN 

Glutathionreduktase  Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland,  

G-3664-500UN 

Isoton  Beckman-Coulter, Miami, USA 

Isoton II®  Beckmann-Coulter, Miami, USA, 8448011 

Kaliumdihydrogenphosphat  Merck, Darmstadt, Deutschland, 1.04873.1000 

Kristallviolett Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, C3886 

Mercaptobernsteinsäure  Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA, M618-2 

MTT Alfa Aesar, Haverhill, USA, L11939 

N,N-Dimethylformamid  Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA, D4551 

Na2S  Acros Organics, Thermo Fischer Scientific, Waltham 

MA, USA, 38706500 

NaCN  Hauschemikalie 

NADPH-Tetranatriumsalz  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, AE14.2 

Natriumhydroxid  Hauschemikalie 

Penicillin-Streptomycin-Lösung PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland, P06-07100 

Phenylbenzoat  Thermo Fischer Scientific, Waltham MA, USA, 

162065000 

RPMI 1640  PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland, P04-16500 

t-Butylhydroperoxid  Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, 458139 

Triphenylamin  Thermo Fischer Scientific, Waltham MA, USA, 

A15939.06 

Triton X-100  Merck, Darmstadt, Deutschland, T8787 

Trypsin-EDTA-Lösung  Merck, Darmstadt, Deutschland, T3924-100ML 

Uracil  Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, 6378.1 
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5.3 RP-HPLC- und UV-Vis-Untersuchungen 

5.3.1 RP-HPLC zur Reinheitsuntersuchung von Pentathiepinen 

Für die Reinheitsuntersuchungen von Pentathiepinen wurde das HPLC-System-II von 

Merck-Hitachi verwendet. Als stationäre Phase kam eine Chromolith® SpeedRod RP18e 50-

4,6 mm zum Einsatz. Die Verwendung dieser monolithischen Säule ermöglicht kurze Re-

tentionszeiten für lipophile Substanzen bei geringen Rückdrücken und relativ hohen Fluss-

raten. Als mobile Phase werden analytspezifisch Mischungen aus 70–80 % Acetonitril (Hi-

PerSolv CHROMANORM®, Supergradienten-Qualität, VWR 83639.320) und 20–30 % 

Wasser (PureLab Flex 3 Wasseraufbereitung, Elga Violia) beziehungsweise Phosphatpuffer 

10 mM mit analytspezifisch unterschiedlichen pH-Werten (2–7,4) verwendet. Die genauen 

Bedingungen sind im Ergebnisteil notiert. Die Flussrate der isokratischen Elution betrug 

1,250 mL min−1. Es wurden 10–40 µL der jeweiligen Probe injiziert. Die Detektion erfolgte 

mittels DAD bei  = 240–260 nm (integriert).  

Die Totzeit des Systems wurde mit Uracil zu 0,72 min bestimmt. Gemäß allgemeiner Kon-

vention wurde die Retentionszeit des Analyten durch Einstellung der mobilen Phase auf 

mindestens die doppelte Totzeit optimiert, um eine hinreichend genaue Quantifizierung 

zu ermöglichen.  

Probenvorbereitung 

Die Pentathiepine lagen als Feststoffe vor. Sie wurden nach Möglichkeit zu 200 µM in mo-

biler Phase unter Zuhilfenahme eines Ultraschallbades gelöst. Wenn sich der Analyt nicht 

in dieser Konzentration gelöst hatte, wurde so lange mit definierten Volumina mobiler 

Phase verdünnt, bis alle Feststoffteile vollständig gelöst waren.  

Auswertung 

Die Auswertung der Reinheit erfolgte gemäß prozentualer Flächenanteile des Substanz-

peaks. Reinheiten von ≥95 % wurden als ausreichend für die biologische Testung erachtet.  

5.3.2 RP-HPLC zur Abschätzung des n-Octanol-Wasser-Koeffizienten von Pentathiepi-

nen 

Der n-Octanol-Wasser-Koeffizient P beschreibt das Verhältnis der Massen beziehungs-

weise der Konzentrationen eines Stoffes nach Verteilung zwischen einer wässrigen und ei-

ner n-Octanol-Phase. Er ist ein wichtiger Faktor zur Abschätzung der Löslichkeit und Ver-

teilung einer Substanz in physiologischen Medien und Zellen. Er beschreibt die 
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unterschiedliche Löslichkeit einer Substanz zwischen Wasser und n-Octanol und wird 

durch Bildung des dekadischen Logarithmus des Verteilungsverhältnisses der jeweiligen 

Substanz in beiden Medien (log P) berechnet.  

cn-Octanol   =  Konzentration in der Octanolphase nach Einstellung des Gleichgewichtes 
cWasser   =  Konzentration in der Wasserphase nach Einstellung des Gleichgewichtes  

Durch Verwendung wässriger Puffer mit pH = 7,4 kann auf das Verhalten insbesondere io-

nisierbarer Substanzen unter physiologischen pH-Bedingungen geschlossen werden. 

cn-Octanol  =  Konzentration in der n-Octanolphase nach Einstellung des Gleichgewichtes 
cPuffer pH=7,4  =  Konzentration in der Pufferphase nach Einstellung des Gleichgewichtes 

Idealerweise wird der Verteilungskoeffizient mit Hilfe der shake flask Methode bestimmt,[84] 

doch ist diese Methode bei hohen log P-Werten meist nicht anwendbar, da die Konzentra-

tionen in der wässrigen Phase zu gering werden. In diesen Fällen kann auf die Abschätzung 

mittels andere Methoden zurückgegriffen werden.  

Für die Abschätzung des n-Octanol-Wasser-Koeffizienten P der Pentathiepine wurden 

zwei verschiedene Säulen am HPLC-System-I von Merck-Hitachi verwendet. Für beide 

Säulen unterschied sich das Vorgehen jedoch lediglich hinsichtlich der gewählten Flussrate 

der mobilen Phase.  

Das Vorgehen in dieser Methode folgt den Empfehlungen der United States Environmental 

Protection Agency und ihrer Product Test Guideline OPPTS 8030.7570 Partition Coefficient (n-

Octanol/Water), Estimation By Liquid Chromatography.[155] Unter gewissen Bedingungen wird 

die Retentionszeit des Analyten auf einer reversed phase Säule mit unmodifizierten Ketten 

(zum Beispiel C18- oder C8-Material) zum großen Teil von Verteilungsprozessen zwischen 

der mit organischem Lösungsmittel gesättigtem lipophilen Flüssigkeitsschicht sowie der 

wässrigen Flüssigkeitsschicht beeinflusst. Voraussetzung ist, dass der Wasseranteil in der 

mobilen Phase hoch genug ist, um eine Phasengrenze zu erzeugen. Folgt man den Empfeh-

lungen der Guideline, ist eine Abschätzung des Verteilungskoeffizienten in ausreichender 

Nähe zum mittels shake-flask method bestimmten Wert zu erreichen. Zur Abschätzung des 

Verteilungskoeffizienten mittels RP-HPLC ist das Erstellen einer Kalibrationsgerade mit 

log 𝑃 = log10  𝑃 = log10 (
cOctanol
cWasser

) (5—18) 

log D7,4 = log10 (
cOctanol

cPuffer pH=7,4
) (5—19) 
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strukturell möglichst verwandten Substanzen erforderlich,[155] deren Verteilungskoeffizien-

ten, respektive deren log P-Werte, mit hoher Genauigkeit experimentell bestimmt wurden. 

Da für die Pentathiepine weder Vergleichswerte, noch strukturell ähnliche Referenzen vor-

liegen, musste die Auswahl aus einer vorgeschlagenen Liste mit Referenzen erfolgen.[155]   

Um den Vorgaben der Guideline zu folgen, wurde als mobile Phase 75 % Methanol (HiPer-

Solv Chromanorm VWR 20864.320) und 25 % Phosphatpuffer (10  mM, pH = 7,4, 0,68 g 

KH2PO4 auf 0,5 L Wasser, pH eingestellt mit 1 M NaOH) gewählt. Die Elution erfolgte iso-

kratisch. Für die stationäre Phase MN EC 150/4.6 Nucleosil 100-5 C18 HD betrug die Fluss-

rate 1 mL min−1, für die stationäre Phase Chromolith® SpeedRod RP18e 50-4,6 mm betrug 

die Flussrate 1,5 mL min−1. Die Auswertung erfolgt bei  = 254 nm. Bestimmt wird die Re-

tentionszeit der Referenzen und Analyten. Tabelle 29 zeigt die gewählten Referenzen und 

die korrespondierenden log P-Werte.  

Tabelle 29: Referenzen zur Abschätzung der Verteilungskoeffizienten 

Als Referenz dient eine einzelne Lösung, in der alle Substanzen aus Tabelle 29 enthalten 

sind. Die Referenzen wurden folgendermaßen vorbereitet: 250 µL einer gesättigten Uracil-

lösung in Methanol, 250 µL einer gesättigten Benzophenonlösung in Methanol sowie 

1250 µL einer gesättigten Phenylbenzoatlösung werden mit 750 µL mobiler Phase versetzt. 

Nach Zugabe von je einer Spatelspitze Dibenzyl und Triphenylamin, sowie 15 µL Diphe-

nylether wird der Ansatz für 5 min im Ultraschallbad behandelt und anschließend durch 

einen MN Chromafil Spritzenvorsatzfilter PET 0,45 µM 15 mm P301.1 filtriert. Dies diente 

als Stammlösung für die Referenzen. Sie wurde aliquotiert und bei −20 °C gelagert. Für die 

Messung wurde ein Aliquot aufgetaut und 1:5 in mobiler Phase verdünnt. 10 µL dieser Lö-

sung werden in die HPLC injiziert.  

Die Analyten werden nach Möglichkeit in mobiler Phase gelöst. Wenn das nicht möglich 

war, wurde auf Stammlösungen in Acetonitril oder Acetonitril-Wasser-Gemischen zurück-

gegriffen und eine hohe Verdünnung in mobiler Phase gewählt, um einen möglichen Ein-

fluss des Lösungsmittels auszuschließen.  

Substanz log P-Wert 

Uracil Totzeitmarker 
Benzophenon 3,2 
Phenylbenzoat 3,6 
Diphenylether 4,2 

Dibenzyl 4,8 
Triphenylamin 5,7 
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Aus den erhaltenen Retentionszeiten wird der Kapazitätsfaktor jeder Substanz berechnet.  

k‘  =  Kapazitätsfaktor 
tR  =  Retentionszeit der Substanz 

Der dekadische Logarithmus des Kapazitätsfaktors der Referenzen wird gegen den litera-

turbekannten log P-Wert der Referenzen aufgetragen und ein linearer Zusammenhang her-

gestellt. Die erhaltene Regressionsgerade wird verwendet, um aus den Retentionszeiten der 

Analyten den geschätzten Verteilungskoeffizienten zu berechnen. 

5.3.3 RP-HPLC zur Stabilitätsuntersuchung von Pentathiepinen 

Für die Stabilitätsuntersuchungen wurde ebenfalls das in Kapitel 5.3.1 beschriebene System 

genutzt. Unterscheidungen gab es hinsichtlich der Probenvorbereitung und Auswertung.  

5.3.3.1 Probenvorbereitung für Stabilitätsuntersuchungen bei pH = 7,4 

Stammlösungen der Substanzen in Acetonitril wurden so in GPx-Puffer (Lösung A, Kapitel 

5.4.1) verdünnt, dass die Endkonzentration des Analyten 5 µM betrug. Für die Kontrolle 

wurden nun 0,1 Volumenäquivalente GPx-Puffer hinzugefügt. Aller 5–10 min wurden 

20 µL dieser Lösung auf die Säule appliziert. Für die Untersuchungslösung wurde analog 

unter Verwendung einer 2,5 mM Lösung aus Glutathion in GPx-Puffer verfahren. Das re-

sultiert in einer Endkonzentration von 5 µM (Analyt) sowie 250 µM (GSH). Variationen hin-

sichtlich der Glutathionkonzentration sind im entsprechenden Teil der Arbeit notiert.  

Auswertung 

Die Fläche des Hauptpeaks der ersten Injektion der Kontrolllösung stellt den Referenzpeak 

dar, wobei die Fläche dieses Peaks einen Gehalt von 100 % repräsentiert. Die Flächen des 

Hauptpeaks der Untersuchungslösung werden für jeden Zeitpunkt auf die Fläche des Re-

ferenzpeaks bezogen. Aus den Daten ergibt sich ein prozentualer Flächenanteil im Zeitver-

lauf, der die Stabilität des Analyten unter den gewählten Bedingungen darstellt.  

 

 

 

𝑘′Analyt = (
𝑡𝑅(Analyt) − 𝑡𝑅(Uracil)

𝑡𝑅(Uracil)
) (5—20) 
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Tabelle 30: Laufmittel und Retentionszeiten der mittels RP-HPLC auf Stabilität untersuchten Substanzen 

Verbindung Verhältnis ACN:H2O Retentionszeit / min Kapazitätsfaktor k‘ 

IN-1 80:20 4,3 5,3 
IZ-1 70:30 2,2 2,2 
IZ-2 70:30 4,9 6,2 
IZ-3 80:20 4,9 6,2 
PP-1 70:30 6,6 8,7 
PC-1 80:20 3,9 4,7 

5.3.3.2 Probenvorbereitung für Stabilitätsuntersuchungen bei pH = 6,5 

In einem HPLC-Vial wurden 890 µL Phosphatpuffer (10 mM, pH = 6,5) vorgelegt. Nach Zu-

gabe von 10 µL einer 500 µM Lösung des Pentathiepins in Acetonitril sowie 100 µL einer 

2,5 mM Lösung von GSH im entsprechenden Phosphatpuffer wurde die Messung gestartet 

und über eine Stunde aller 10 min ein HPLC-Chromatogramm mit der in Kapitel 5.3.3 be-

schriebenen RP-HPLC-Methode aufgenommen. Die Peakflächen wurden über die Zeit aus-

gewertet. 

5.3.4 UV-Vis-Spektroskopie zur Stabilitätsuntersuchung von Pentathiepinen 

Die Stabilitätsuntersuchungen an Pentathiepinen und liposomalen Pentathiepinen wurden 

mit einem Specord S 600 durchgeführt. Die Software WinAspect diente zur Datenaufnahme 

und Parametereinstellung.  

Probenvorbereitung 

Stammlösungen der Substanzen in Acetonitril wurden so in GPx-Puffer (Lösung A, Kapitel 

5.4.1) verdünnt, dass die Endkonzentration des Analyten 5 µM betrug. Für die Kontrolle 

wurden nun 0,1 Volumenäquivalente GPx-Puffer hinzugefügt. Für die Untersuchungslö-

sung wurde analog unter Verwendung einer 2,5–100 mM Lösung aus GSH in GPx-Puffer 

verfahren. Das resultiert in einer Endkonzentration von 5 µM (Analyt) sowie 0,25–10 mM 

(GSH).  

Messung 

Die grundlegenden Parameter wurden, wie in Tabelle 31 aufgeführt, eingestellt. Zusätzlich 

wurden experimentspezifische Einstellungen hinsichtlich der wiederholten Messung vor-

genommen. Je nach Stabilität wurden unterschiedliche Zyklen eingestellt, um eine maxi-

male Auflösung insbesondere zu Beginn der Messung zu erreichen.  
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Tabelle 31: Geräteparameter UV-Vis-Spektroskopie zur Stabilitätsuntersuchung Specord S600 

Der GPx-Puffer wurde in der Küvette vorgelegt und im Peltierelement auf 23 °C temperiert. 

Die Temperatur wurde gewählt, um den Bedingungen des GPx-Enzym-Assays zu entspre-

chen. Nach Zugabe der Pentathiepinstammlösung konnte sich die Lösung für etwa eine 

Minute unter Rühren equilibrieren. Nach Zugabe der Glutathionlösung wurde die Mes-

sung für die Aufnahme von Absolutspektren unmittelbar gestartet – hier diente als Blank 

eine Lösung aus 250 µM Glutathion in GPx-Puffer mit einem entsprechenden Anteil an Ace-

tonitril als Lösungsmittel. Für die Aufnahme der Differenzspektren wurde nach Hinzugabe 

der Glutathionlösung unmittelbar eine Referenzmessung durchgeführt und anschließend 

dieselbe Lösung in entsprechenden Intervallen vermessen. Die Messung wurde so lange 

fortgeführt, bis sich die Absorptionen der untersuchten Wellenlängen nicht mehr änderten. 

Auswertung 

Aus den Absolutspektren wurden Maxima und Minima entnommen. Zur Auswertung der 

Differenzspektren wurden die erhaltenen Spektren als ASCI exportiert und in GraphPad-

Prism 8 sowie Microsoft Excel 2013 importiert. Für die zeitabhängigen Aufnahmen wurde 

bei Bedarf eine Basislinienkorrektur mittels GraphPadPrism vorgenommen, indem von je-

der Messreihe die Absorption im Bereich von 500–600 nm abgezogen wurde.  

Aus den Differenzspektren wurde das Minimum höchster Wellenlänge genutzt, um die 

Halbwertszeit zu bestimmen. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass diese Wellenlänge 

mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auf den Pentathiepinring zurückzuführen ist.[85] Die 

Messung wurde immer so lange durchgeführt, bis am untersuchten Minimum keine Ab-

sorptionsänderung mehr beobachtet werden konnte. Da mittels RP-HPLC-Versuchen fest-

gestellt wurde, dass zu dem Zeitpunkt höchstwahrscheinlich kein Pentathiepin mehr vor-

handen ist, wurde die Konzentration zu diesem Zeitpunkt als 0 µM angenommen. Zum 

Parameter Einstellung 

Lampenauswahl D2E+HL 
Integrationszeit 70 ms (variabel je nach Blankwert) 
Akkumulationen 5 
Dunkelstrom-Korrektur ja 
Anzeige Absorption 
Modus Spektrum 240–600 nm 
Spektrum mit Lampenseparation Nein 
Shutter immer offen offen für Messintervalle <2 s 

geschlossen für Messintervalle ≥2 s 
Temperatur in der Küvette 23 °C (peltierkontrolliert) 
Küvette Makro-Küvette Hellma 110-QS, 10 mm mit Stopfen 
Rühren in der Küvette ja, Rührfisch 
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Zeitpunkt t0 wurde die Konzentration als 5 µM festgelegt. Aus diesen beiden Punkten 

konnte ein Konzentrations-Zeit-Verlauf ermittelt werden:  

ct   = Konzentration zum Zeitpunkt t 

At  = Absorptionsdifferenz (Absorption zum Zeitpunkt t – Endabsorption) 

Aend = Absorptionsdifferenz (Anfangsabsorption – Endabsorption) 

Aus den erhaltenen Kurven konnten sowohl die Halbwertszeit, als auch die Anfangsge-

schwindigkeit ermittelt werden. Während die Halbwertszeit als Zeit bis c = 2,5 µM Penta-

thiepin definiert ist, wurde die Anfangsgeschwindigkeit ermittelt, indem die Konzentrati-

onsabnahme am anfänglich linearen Abbau über die Zeit abgeleitet wurde.  

5.3.5 UV-Vis-Spektroskopie zur GSSH-Detektion 

Um die Bildung von GSSH mittels UV-Vis-Spektroskopie zu messen, wurde ein Protokoll 

von FRANCOLEON et al. 2011[23] angewendet. Die Messung beruht auf der Reaktion von in-

situ erzeugtem GSSH mit Thiocyanat-Ionen und anschließender Komplexbildung mit Ei-

sen-III-Ionen. Die Messungen wurden in einem Spekol 1200 durchgeführt. 

5.3.5.1 Freisetzung von GSSH aus GSSG durch Na2S 

Die benötigten Lösungen werden wie folgt in Reagenzgläsern mit Schliff vorbereitet: 

I. 750 µL Na2S 10 mM in GPx-Puffer (siehe 5.4.1) werden mit 750 µL GPx-Puffer ver-

setzt (Kontrolle Na2S) 

II. 750 µL GSSG 10 mM in GPx-Puffer werden mit 750 µL GPx-Puffer versetzt (Kon-

trolle GSSG) 

III. 750 µL GSSG 10 mM in GPx-Puffer werden mit 750 µL Na2S 10 mM in GPx-Puffer 

versetzt (Untersuchungslösung) 

Die Lösungen I–III werden für 15 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Dabei läuft fol-

gende Reaktion ab: 

Nach Abschluss der Reaktionszeit werden 1,5 ml einer 5 mM Lösung NaCN in Wasser zu 

jeder der drei Lösungen hinzugefügt. Die Reaktionsgemische werden bei 70 °C für 30 min 

im Wasserbad inkubiert: 

𝑐𝑡 = 5 µM (
∆At
∆Aend

) 
(5—21) 

GSSG + HS− ⇋ GSH + GSS− (5—22) 

GSSH + CN−  → GSH + SCN− (5—23) 
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Nach Abschluss der Reaktionszeit werden 3 mL einer 2,5 mM Lösung Fe(NO3)3  × 9H2O in 

16 % HNO3 hinzugegeben. Dabei kommt es zur Rotfärbung der Lösung:  

Der so gebildete Eisen-III-Komplex zeigt eine tiefrote Farbe und besitzt ein Absorptions-

maximum bei  = 460 nm. Die Detektion des Komplexes erfolgt durch Auswertung eines 

Absorptionsspektrums im Bereich von 350–600 nm. Als Referenzwert wird eine entspre-

chende Verdünnung des GPx-Puffers und Wasser verwendet.  

5.3.5.2 Freisetzung von GSSH aus Pentathiepinen durch GSH 

Zur Testung, ob aus Pentathiepinen bei der Reaktion mit GSH GSSG freigesetzt wird, 

kommt ein analoges Experiment wie in 5.3.5.1 beschrieben zur Anwendung. Eine Ände-

rung erfolgt in der Herstellung der Untersuchungslösungen: 

I. 750 µL GSH 20 mM in GPx-Puffer werden mit 750 µL GPx-Puffer versetzt (Kontrolle 

GSH) 

II. 1350 µL GPx-Puffer werden mit 150 µL einer 2 mM Lösung des untersuchten  Penta-

thiepins in DMF versetzt (Kontrolle Pentathiepin) 

III. 750 µL GSH 20 mM in GPx-Puffer werden mit 600 µL GPx-Puffer sowie 150 µL einer 

2 mM Lösung des untersuchten  Pentathiepins in DMF versetzt (Untersuchungslö-

sung) 

5.3.6 RP-HPLC zur simultanen Detektion von GSH und GSSG 

Für die Detektion von GSSG und GSH wurde das HPLC-System-II von Merck-Hitachi ver-

wendet. Als stationäre Phase kam eine Machery Nagel EC 250/4 Nucleodur PolarTec, 5 µM 

zum Einsatz. Die Verwendung dieser sphärischen Säule ermöglicht die Verwendung von 

sehr hohen polaren Anteilen der mobilen Phase und erweitert die Interaktion des Analyten 

mit der stationären Phase um polare Wechselwirkungen. Als mobile Phase wurden 2 % 

Acetonitril (HiPerSolv CHROMANORM®, Supergradienten-Qualität, VWR 83639.320) und 

98 % Phosphatpuffer 10 mM pH-Wert = 3,0 verwendet. Die Flussrate der isokratischen Elu-

tion betrug 0,7  mL min−1. Die Detektion erfolgte mittels DAD bei  = 200–220 nm (integriert). 

Die Totzeit des Systems wurde mit Thioharnstoff zu 3,0 min bestimmt.[156]  

3SCN− + Fe3+ → Fe(SCN)3 (5—24) 
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5.3.6.1 Bestimmung der Freisetzung von GSSG aus einem Pentathiepin durch Reaktion mit GSH 

50 µL einer 2 mM Lösung von 26 in DMF werden zu 900 µL des GPx-Phosphatpuffers (siehe 

Kapitel 5.4.1) pipettiert. Nach Zugabe von 50 µL einer 20 µM Lösung von GSH in ebenjenem 

Puffer wird der Reaktionsansatz für 15 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das resultiert 

in 100 µM 26, 1 mM GSH sowie 5 % DMF. 10 µL dieser Lösung werden gemäß der RP-HPLC 

Methode vermessen. Gleichzeitig wurde eine Kontrolle unter gleichen Bedingungen in Ab-

wesenheit von 26 durchgeführt. Die Retentionszeit von GSSG wurde mittels einer 125 µM 

Lösung aus GSSG in Wasser zu 13 min ermittelt. 

5.3.7 RP-HPLC zur Detektion eines Pentathiepinabbauproduktes 

Für die Detektion des Pentathiepins und seines Abbauproduktes wurde das HPLC-System-

II von Merck-Hitachi verwendet. Als stationäre Phase kam eine Machery Nagel EC 250/4 

Nucleodur PolarTec, 5µM zum Einsatz. Die Verwendung dieser sphärischen Säule ermög-

licht die Verwendung von sehr hohen polaren Anteilen der mobilen Phase und erweitert 

die Interaktion des Analyten mit der stationären Phase um polare Wechselwirkungen. Als 

mobile Phase 80 % Acetonitril (HiPerSolv CHROMANORM®, Supergradienten-Qualität, 

VWR 83639.320) und 20 % Wasser  verwendet. Die Flussrate der isokratischen Elution be-

trug 1,0  mL min−1. Die Detektion erfolgte mittels DAD bei einer analytspezifischen Wellen-

länge. Die genauen Bedingungen sind im Ergebnisteil notiert.  

5.3.8 RP-HPLC zur quantitativen Bestimmung von Pentathiepinen in Liposomen 

Für die Detektion und Quantifizierung des Pentathiepins in Liposomen wurde ebenfalls 

auf das beschriebene RP-HPLC-System in Kapitel 5.3.1 zurückgegriffen. Unterschiede gab 

es hinsichtlich der Probenvorbereitung.  

5.3.8.1 Extraktion der Pentathiepine aus der liposomalen Zubereitung 

Vor der Vermessung mittels RP-HPLC musste das Pentathiepin aus den Liposomen extra-

hiert werden. Die Extraktion wurde in drei Schritten vorgenommen.[103]  

Desintegrierung 

25–50 µL der Liposomenzubereitung wurden in einem 2 mL Eppendorfgefäß mit einer Mi-

schung aus Acetonitril/Wasser (60/40) auf 0,5 mL Volumen aufgefüllt und für 5 min ruhen 

gelassen.[104]  
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Extraktion 

1,0 mL Diethylether wurden der Mischung zugesetzt. Nach 1,0 min Vortexen wird das 

Zweiphasengemisch zur besseren Phasentrennung für 15 min bei 300 x g und 23 °C zentri-

fugiert.  

Schwierigkeiten ergaben sich beim Handling des Diethylethers. Aufgrund der hohen 

Flüchtigkeit kam es zu Problemen beim Pipettieren. Diese konnten gelöst werden, indem 

vor dem eigentlichen Pipettiervorgang die verwendete Pipette mehrmals mit Diethylether 

aufgezogen wurde, um den Luftraum innerhalb der Pipette mit Diethylether zu sättigen. 

Dadurch konnte eine höhere Reproduzierbarkeit erzielt werden. Ein weiterer Punkt betraf 

die Entnahme der organischen Phase nach dem Zentrifugieren. Ein Teil des Acetonitrils 

ging in die organische Phase über, weshalb die Phasengrenze durch die Pipette möglichst 

nicht verletzt werden sollte. Um das zu verhindern wurden lediglich 75 % der eingesetzten 

organischen Phase entnommen und eingedampft. Dieser Anteil wurde entsprechend bei 

der Berechnung der Konzentration berücksichtigt. 

Aufkonzentrierung 

750 µL der Etherphase werden mittels einer 1000 µL Kolbenhubpipette entnommen und in 

ein 1,0 mL Glasröhrchen überführt sowie anschließend unter Stickstoffstrom zur Trockne 

eingedampft. Der verbleibende Rückstand wird – je nach erwarteter Konzentration – in 

100–200 µL mobiler Phase aufgenommen. 40 µL dieser Lösung werden mittels HPLC unter 

den in Kapitel 5.3.1 angegebenen Bedingungen chromatographiert.  

Berechnung der Konzentration in der liposomalen Zubereitung 

Für die Berechnung der Konzentration ist der Verdünnungsfaktor zu ermitteln. Die mittels 

Kalibration ermittelte, gemessene Endkonzentration muss mit diesem multipliziert wer-

den. Beispielhalft ist der Verdünnungsfaktor für eine verwendete Menge von 25 µL liposo-

maler Zubereitung und ein Volumen von 200 µL mobiler Phase zur Aufnahme des getrock-

neten Rückstandes gezeigt:  

1 mL eingesetzer Diethylether

verwendetes Volumen Diethylether in mL

Aufnahmevolumen in µL

eingesetztes Volumen in µL
= VF 

(5—25) 

1 mL

0,75 mL

200 µL

25 µL
= VF 

 

VF = 10,66̅ 
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5.3.8.2 Kalibration 

Gewählt wurden folgende Standards: 3–10–20–30–40 µM. Die Standards wurden an jedem 

Analysentag chromatographiert und aus den erhaltenen Flächen konnte eine lineare Kalib-

rationsfunktion errechnet werden. Diese Kalibrationsfunktion wurde zu Quantifizierungs-

zwecken genutzt.  

5.3.9 RP-HPLC zur Löslichkeitsbestimmung von Pentathiepinen in Wasser 

Zum Vergleich der Löslichkeit des freien Pentathiepins mit dem liposomalen Präparat 

wurde das Ausmaß, in dem sich Pentathiepin in PBS löst, nach der von FREERKS et al. 

2022[157] beschriebenen Methode mit Änderungen bestimmt. Etwa 2 mL des Mediums wur-

den in ein 5 mL Schott Fiolax®-Schraubhalsfläschchen gefüllt. Nach Zugabe eines Über-

schusses an Pentathiepin in jedes Fläschchen (ca. 0,5 mg) wurden die Fläschchen 24 h lang 

im Dunkeln bei Raumtemperatur vorsichtig geschüttelt. Nach 24 h wurde sichergestellt, 

dass ein ungelöster Rückstand vorhanden war, und 1,5 mL der Lösung wurden in einem 

2 mL-Eppendorf-Röhrchen 15 Minuten lang bei 500 x g zentrifugiert. Etwa 1 mL des Über-

standes wurde mit der unter 5.3.1 und 5.3.8.2 beschriebenen Methode analysiert. Der Ver-

such wurde in dreifacher Ausführung durchgeführt.[156] 
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5.4 Biochemische Untersuchungsmethoden 

5.4.1 Glutathionperoxidase-Assay mittels Spektrophotometer 

5.4.1.1 Standardprotokoll zur Durchführung des Glutathionperoxidase-Assays mittels Spektro-

photometer 

Die Hemmung der Glutathionperoxidase wird mittels GPx-Bioassay getestet. Vorgegangen 

wird im Prinzip nach PAGLIA UND VALENTINE 1967[158]. Dabei wird sich der Katalysezyklus 

der GPx zu Nutze gemacht, wobei Glutathion oxidiert und im weiteren Verlauf durch die 

Glutathionreduktase reduziert wird, um erneuten Oxidationsvorgängen zur Verfügung zu 

stehen. Der Reduktionsvorgang läuft unter Verbrauch des Reduktionsäquivalents NADPH 

ab. Die abnehmende Konzentration von NADPH kann als Maß für die Enzymaktivität der 

Glutathionperoxidase herangezogen werden.  

 

Abbildung 68: Katalysezyklus der Glutathionperoxidase. Peroxide, organisch oder anorganisch, oxidieren 
das selenocysteinhaltige, aktive Zentrum der GPx zur selenenigen Säure.[91] Unter Ver-
brauch von zwei Äquivalenten Glutathion (GSH) kommt es zur Reduktion, wobei ein Äqui-
valent Glutathiondisulfid (oxidiertes Glutathion, GSSG) gebildet wird. Die ebenfalls einge-
setzte Glutathionreduktase (GR) reduziert das Disulfid unter Verbrauch von NADPH zu zwei 

Äquivalenten GSH. Die gemessene Abnahme der optischen Dichte bei  = 340 nm ist propor-
tional Abnahme der NADPH-Konzentration und somit zur GPx-Aktivität 

Der Einsatz der Glutathionreduktase stellt nicht nur Glutathion wieder zur Verfügung, son-

dern hält im Verlauf Assays die Glutathionkonzentration konstant. Dadurch ist es möglich 

eine kinetische Messung vorzunehmen, es muss nicht auf die Methode der Anfangsge-

schwindigkeiten oder der Endpunktmethode zurückgegriffen werden.  
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Materialien 

Mikrotiterplatten – Greiner Bio-One UV-Star® Microplatte, 96 well, COC, F-Boden (Kamin-

form), transparent (655801) 

Lösung A: Kaliumphosphatpuffer; pH = 7,4; Zusatz von 409 mg EDTA und 100 mg Tri-

ton X-100 je Liter 

Lösung B: GPx-Aliquote in Puffer A, Aktivität 20 U mL−1 

Lösung C: GR + NADPH-Lösung in Puffer A, GR-Aktivität 2 U mL−1, NADPH-Konzen-

tration 2 mM 

Lösung D: 2,5 mM GSH-Lösung aus L-GSH in Lösung A 

Lösung E: 5 mM t-Butylhydroperoxidlösung in Wasser 

Lösung F:  Inhibitor Stammlösungen in DMF (Konzentration 10-fach zur Zielkonzen-

tration im Well) 

extra LM: Ausgleich des Lösungsmittels aus Lösung F  

Die Lösungen werden in der in Tabelle 32 angegebenen Reihenfolge und Menge in die da-

für vorgesehenen Wells pipettiert. 

Tabelle 32: GPx-Assay – Pipettierreihenfolge 

Das resultiert in finalen Konzentrationen in den einzelnen Wells entsprechend Tabelle 33: 

Tabelle 33: GPx-Assay – Endkonzentrationen in den Kavitäten 

Gemessen wird bei einer Wellenlänge von λ = 340 nm mit einem Messintervall von 15 s über 

einen Zeitraum von 30 min. Für die Auswertung wird der lineare Abschnitt der gemesse-

nen Kurve genutzt.  

P
ip

et
ti

er
re

ih
en

fo
lg

e
  ohne GPx ohne Inhibitor Testsubstanzen 

Lösung A 180  µL 160  µL 160  µL 

Lösung B 0  µL 20  µL 20  µL 

Lösung F 0  µL 0  µL  30  µL 

extra LM 30  µL 30  µL 0  µL 

Lösung D 30  µL 30  µL 30  µL 

Lösung C 30  µL 30  µL 30  µL 

Lösung E 30  µL 30  µL 30  µL 

Bestandteil Konzentration / Aktivität 

GPx 0,05  U mL−1 
GR 0,02  U mL−1 

GSH 250  µM 
NADPH 200  µM 

t-Butylhydroperoxid 500  µM 
Inhibitoren serielle Verdünnung 



EXPERIMENTELLER TEIL 

 

138 

 

Für jede Konzentration des Inhibitors wird auf jeder Platte eine Dreifachbestimmung vor-

genommen. Je drei Wells werden für den Leerwert (kein GPx, kein Inhibitor) zur Bestim-

mung des Hintergrundzerfalls von NADPH und die Kontrolle (kein Inhibitor) genutzt.  

Die Mittelwerte jeder Dreifachbestimmung werden errechnet. Der Hintergrundzerfall wird 

vom zeitlich korrespondierenden Mittelwert jeder Messung abgezogen. Von den so für die 

einzelnen Konzentrationen erhaltenen Graphen wurde der mittlere Anstieg mittels Diffe-

renzbildung und Mittelwertbestimmung errechnet.  

Die Berechnung der GPx-Restaktivität wurde mit dem bestimmten Anstiegswert über fol-

gende Formel ermittelt:  

A  =  Absorption 
ε  =  molarer Absorptionskoeffizient von NADPH [L mol−1 cm−1] = 622 
d  = Höhe des Plattenbodens [mm] = 9 

Die Restaktivität ergibt sich aus folgender Formel:  

vi  =  inhibited velocity – Geschwindigkeit des inhibierten Enzyms 
v0  =  velocity without inhibition – Geschwindigkeit des uninhibierten Enzyms 

Die Restaktivitäten werden in GraphPad Prism 8 gegen die entsprechende Konzentration 

aufgetragen. Die Daten werden auf mittels folgender Formel geplottet und für die Achsen-

darstellung der dekadische Logarithmus gewählt:[102]  

vi  =  inhibited velocity – Geschwindigkeit des inhibierten Enzyms 
v0  =  velocity without inhibition – Geschwindigkeit des uninhibierten Enzyms 
[I]  =  Inhibitorkonzentration  
IC50  =  Inhibitorkonzentration bei 50%iger Zielenzymaktivität 
h = hill factor 

Das entspricht im Ergebnis einer Transformation X=log(X) und anschließender non-linear 

regression log(inhibitor) vs. response – variable slope (four parameters) mit den constraints top 

U

L
=
−A  106

  d
 (5—26) 

𝑣𝑖
𝑣0
=
(
U
L
)
Inhibitor

 

(
U
L
)
Kontrolle

 (5—27) 

𝑣𝑖
𝑣0
=

1

1 + (
[I]
IC50

)
h
 

(5—28) 
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sowie bottom auf 1 respektive 0 gesetzt. Aus dem erstellten Datenblatt werden die Daten 

für die IC50-Werte entnommen.  

Für alle getestete Substanzen werden mindestens drei Versuche durchgeführt, der geomet-

rische Mittelwert sowie das 95 %-Vertrauensintervall berechnet. 

5.4.1.2 Reversibilitätstestung mittels Dialyse 

Enzymkinetische Berechnungen nach Michaelis-Menten sind, streng genommen, nur gül-

tig, wenn es sich um eine vollständig reversible Inhibierung des Enzyms handelt, welche 

zusätzlich einen steady state erreicht, in dem die Desorption des Inhibitors vom Molekül im 

gleichen Maß abläuft, wie die Bindung. Zur Überprüfung der Reversibilität eines Inhibitors 

stehen mehrere Methoden zur Verfügung.[102] Die Dialyse des Enzym-Inhibitor-Komplexes 

gegen einen inerten Puffer und anschließende Aktivitätsbestimmung ist als direkte Me-

thode anderen Methoden vorzuziehen – eine ausreichende Stabilität des Enzyms und des 

Inhibitors vorausgesetzt. Für bovine Glutathionperoxidase ist ein Dialyseschlauch notwen-

dig, der die Diffusion des 43,93 kDa großen Proteins[159] verhindert und kleine Moleküle 

diffundieren lässt. 

Materialien für die Dialyse 

Dialysekammern Pur-A-Lyzer™ Maxi 6000 (Sigma-Aldrich, PURX60015-1KT) 

Lösung A: Kaliumphosphatpuffer; pH = 7,4; Zusatz von 409 mg EDTA und 100 mg Tri-

ton X-100 je Liter 

Lösung B: GPx-Aliquote in Puffer A, Aktivität 0,75 U mL−1 

Lösung C: GR + NADPH-Lösung in Puffer A, GR-Aktivität 2 U mL−1, NADPH-Konzent-

ration 2 mM 

Lösung D: 2,5 µM GSH-Lösung aus L-GSH in Lösung A 

Lösung E: 5 mM t-Butylhydroperoxidlösung in Wasser 

Lösung F:  Inhibitor Stammlösungen in DMF (Konzentration 10-fach zur Zielkonzent-

ration im Well) 

extra LM: Lösungsmittel für Wells ohne Inhibitor 

Tabelle 34: Pipettierreihenfolge GPx-Reversibilitätsbestimmung Dialyse 

 Kontrolle w/o GSH GSH 

Lösung A 75  µL 75   µL 0  µL 
Lösung B 1,275  mL 1,275   mL 1,200  mL 
Lösung F 0   µL 150  µL 150  µL 
extra LM 150   µL 0  µL 0  µL 
Lösung D 0  µL 0  µL 150  µL 
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Die Lösungen werden bei Raumtemperatur für 30 min inkubiert. Das entspricht der Durch-

führungszeit des GPx-Assays. Anschließend werden die Dialysekammern in ein großes, 

Lösung A enthaltendes Becherglas überführt, sodass der Dialyseschlauch vollständig und 

Luftblasenfrei von Lösung A benetzt ist. Der Ansatz wird langsam gerührt, sodass es zu 

keiner Luftblasenbildung kommt. Nach 24 h bei 4 °C wird der GPx-Assay unter Verwen-

dung von 180 µL der dialysierten Lösung in einer 96-Well-Mikrotiterplatte gemäß Kapi-

tel 5.4.1 durchgeführt. Es wird die relative Enzymreaktivität, bezogen auf den Kontrollan-

satz, berechnet. 

5.4.1.3 Reversibilitätstestung mittels jump dilution 

In einigen Fällen ist die Reversibilitätstestung mittels Dialyse ungeeignet. Das ist zum Bei-

spiel der Fall, wenn das Zielenzym keine ausreichende Stabilität unter den Dialysebedin-

gungen aufweist und die erhaltene Restaktivität keinen Aufschluss über den Bindungsmo-

dus zulässt. Ein weiteres Problem stellt eine mögliche Instabilität des Inhibitors, respektive 

des Inhibitor-Enzym-Komplexes dar. Kommt es zu deren Abbau während des Dialysevor-

gangs, sind die Daten ebenfalls nicht auswertbar. Zur Untermauerung der Dialyseergeb-

nisse, oder als ausschließliches Experiment, bietet sich in diesem Fall die jump dilution an[102]. 

Dieses Experiment beruht auf der Annahme, dass normale (hill factor in etwa 1), reversible 

Inhibitoren während der Hemmung einem steady state, einem Gleichgewichtszustand, un-

terliegen, in dem die Desorption im gleichen Maß verläuft, wie die Bildung des Inhibitor-

Enzym-Komplexes. In diesen Fällen lässt sich die prozentuale Enzymhemmung in Abhän-

gigkeit von der Inhibitorkonzentration darstellen als umgeformte Formel (5—29):[102] 

[I]  =  Inhibitorkonzentration  
IC50  =  Inhibitorkonzentration bei 50%iger Zielenzymaktivität 
%I = prozentuale Enzyminhibierung 

Abbildung 69 stellt den Zusammenhang zwischen IC50, Inhibitorkonzentration und pro-

zentualer Aktivität graphisch dar.  

[I]

IC50
=

%I

100 −%I
 (5—29) 
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Abbildung 69: Prinzip der jump dilution. links: simulierte Konzentrations-Aktivitätskurve eines Inhibitors 
mit IC50 = 1 µM, h = 1. rechts: Veranschaulichung des Verdünnungsschrittes der jump dilution 
von der 10-fachen zur 0,1-fachen Inhibitorkonzentration. Abbildungen nach COPELAND 
2013[102] 

Für das Experiment wird das Enzym in 100-facher Assaykonzentration vorgelegt und mit 

der 10-fachen IC50-Konzentration des Inhibitors inkubiert. Da für vollreversible Inhibitoren 

die Enzymkonzentration in der Regel um Vielfache niedriger ist, als die Inhibitorkonzent-

ration, spielt die Enzymkonzentration für den IC50-Wert keine Rolle.[102] Gemäß Abbildung 

69 sowie Formel (5—29) kommt es so zu einer 91%igen Inhibierung des Enzyms. Nach 

30 min Inkubationszeit wird dieser Ansatz 1:100 in einer 96-well-Platte verdünnt, sodass 

der Assay sofort gestartet werden kann. Für einen voll-reversiblen Inhibitor wird bei die-

sem anschließenden Assay eine Enzymaktivität von etwa 10 % erwartet, da das Enzym nach 

dem Verdünnungsschritt in normaler Assaykonzentration vorliegt und der Inhibitor in ei-

ner Konzentration, die dem 0,1-fachen des IC50-Wertes entspricht.  

Materialien für das jump dilution-Experiment 

96-Well-Platte – Saarstedt, TC plate 96 well, Standard F  

Mikrotiterplatten – Greiner Bio-One UV-Star® Microplatte, 96 well, COC, F-Boden (Kamin-

form), transparent (655801) 

Lösung A: Kaliumphosphatpuffer; pH = 7,4; Zusatz von 409 mg EDTA und 100 mg Tri-

ton X-100 je Liter 

Lösung B: GPx-Aliquote (Sigma, G6137) in Puffer A/Glycerol, Aktivität 20 U mL−1 

Lösung C: GR (Sigma, G3664) + NADPH-Lösung (Carl Roth, AE14, Tetranatriumsalz) 

in Puffer A, GR-Aktivität 2 U mL−1, NADPH-Konzentration 2 mM 

Lösung D: 2,5 µM GSH-Lösung aus L-GSH (Sigma, G4251 Mr = 307,02) in Lösung A 

Lösung E: 5 mM t-Butylhydroperoxidlösung (Sigma, 458139 Mr = 90,12) in Wasser 
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Lösung F:  Inhibitor Stammlösungen in einem geeigneten Lösungsmittel (Konzentra-

tion 100-fach zur Zielkonzentration im Well) 

extra LM: Ausgleich des Lösungsmittels aus Lösung F 

Da GPx mehrere Substrate besitzt, wurde die Reversibilitätstestung mittels jump dilution 

unter verschiedenen Bedingungen durchgeführt: I) mit GSH und t-BHO II) mit GSH III) 

ohne GSH und ohne t-BHO. Jede Bedingung erhält eine eigene Kontrolle (ohne Inhibitor) 

sowie eine eigenen Leerwert (ohne GPx, mit Inhibitor). Der Leerwert dient der Kontrolle, 

ob die einzelnen Bestandteile miteinander reagieren und einen GPx-Inhibitor bilden.   

Tabelle 35: Pipettierreihenfolge jump dilution-Experiment an boviner GPx-1 – Volumina in µL 

Nach 30 min werden 30 µL jedes Ansatzes gleichzeitig mittels einer 12-Kanal-Kolbenhubpi-

pette entnommen und auf derselben Platte 1:10 in Lösung A verdünnt. 30 µL dieser Ver-

dünnung werden im GPx-Assay eingesetzt, indem die Lösungen A, C sowie D so vorgelegt 

werden, dass die gleichen Bedingungen erhalten werden, wie im Kapitel 5.4.1 beschrieben. 

Für die jeweiligen Leerwerte war zusätzlich GPx in normaler Assaykonzentration vorge-

legt. Die Auswertung erfolgte, indem für alle Gruppen die Enzymaktivität gemäß Kapi-

tel 5.4.1 bestimmt und berechnet wurde. Verglichen wurden die Werte mit der jeweiligen 

Kontrolle sowie gleichzeitig durchgeführten Versuchen der 0,1-fachen-IC50-Konzentration, 

respektive der 10-fachen-IC50-Konzentration in einem normal durchgeführten GPx-Assay.  

Handelt es sich um einen reversiblen Inhibitor ist die GPx-Aktivität des Testansatzes gerin-

ger, als die der korrespondierenden Kontrolle. Sofern der Inhibitor irreversibel oder lang-

sam bindet, ist das an einer verringerten GPx-Aktivität des Testansatzes im Vergleich zur 

korrespondierenden Kontrolle zu erkennen.  

5.4.1.4 GPx-Assay in einer UV-Vis Makroküvette 

Abweichend von der Vorschrift in Kapitel 5.4.1 wurde für die Überprüfung des Einflusses 

der Inkubationszeit von GSH mit Pentathiepin auf die Ergebnisse des GPx-Assays ein ver-

einfachter Assay in einer UV-Vis-Makroküvette durchgeführt. Dafür wurden die Lösungen 

 I IKontrolle ILeer 
II 

w/o GSH 
IIKontrolle IILeer 

III  
w/o GSH  

w/o t-BHO 
IIIKontrolle IIILeer 

Lösung A 162 162 237 192 192 267 222 222 297 
Lösung B 75 75 0 75 75 0 75 75 0 
Lösung F 3 0 3 3 0 3 3 0 3 
extra LM 0 3 0 0 3 0 0 2 0 
Lösung D 30 30 30 30 30 30 0 0 0 
Lösung E 30 30 30 0 0 0 0 0 0 
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A, B sowie C in einer Küvette (Hellma Analytics, High Precision Cell, 100-10-K-40) in 2 mL 

und 1,25-facher Zielkonzentration vorgelegt.  

In einem Eppendorfgefäß wurden 25 µM des Pentathiepins 26 mit 2,5 mM GSH inkubiert. 

Dieses Reaktionsgemisch wurde als Inhibitor in einem Volumen von 250 µL zur vorberei-

teten Mischung in der Küvette pipettiert. Nach Zugabe von 250 µL von Lösung E wurde 

die Absorption des NADPH bei λ = 340 nm mit einem Messintervall von 10 s mittels UV-

Vis-Spektrometer (Thermo Scientific, Genesys 10S UV-Vis Spectrophotometer) gemessen.  

Als Kontrolle wurde eine Lösung aus der entsprechenden Menge DMF und 2,5 mM GSH 

in Puffer in einem Eppendorfgefäß verwendet.  

Die Auswertung erfolgte anhand der gemessenen Absorptionen entsprechend Kapitel 5.4.1. 

5.4.1.5 Bestimmung Ki und Art der Hemmung 

Die Grundlage für die Bestimmung der Inhibitionskonstante Ki ist die Theorie der Bildung 

eines Enzym-Inhibitor-Komplexes: 

E  =  Enzym  
I  =  Inhibitor 
EI = Enzym-Inhibitor-Komplex 
k3 = Bildungskonstante des EI 
k–3 = Zerfallskonstante des EI 

Damit ergibt sich Ki zu: 

Während der IC50-Wert abhängig von den gewählten Assaybedingungen ist[92] (siehe Ab-

bildung 70, Seite 144) handelt es sich bei Ki um eine thermodynamische Konstante. Sie ist 

somit besser zum Vergleich verschiedener Inhibitoren desselben Enzyms, sowie zur Be-

stimmung der Bindungsmodalität geeignet. Unter Berücksichtigung von Abbildung 70 und 

Anwendung des in Kapitel 5.4.1 beschriebenen Vorgehens wurde eine IC50-Bestimmung bei 

verschiedenen Substratkonzentrationen vorgenommen, wobei das jeweilige andere Sub-

strat konstant gehalten wurde. Dabei reichte die zum Km-Wert relative Substratkonzentra-

tion von 0,08–10,00. 

E + I
𝑘3
→ EI

𝑘−3
→ E + I (5—30) 

𝐾𝑖 =
𝑘3
𝑘–3

 (5—31) 
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Da die Glutathionperoxidase zwei Substrate (Peroxid und GSH) besitzt ist eine Bestim-

mung des Km-Wertes immer an eine konstante Konzentration des jeweilig anderen Substra-

tes gebunden und kann nicht isoliert betrachtet werden. Gleiches gilt für errechnete ki-

Werte.  

 

Abbildung 70: Abhängigkeit des IC50-Wertes von den Assaybedingungen. Modifiziert nach COPELAND 
2003[92]. Dargestellt sind IC50-Werte eines fiktiven Inhibitors exemplarisch für die verschie-
denen Hemmarten in Abhängigkeit von der Substratkonzentration (dargestellt als Vielfa-
ches des Km-Wertes, Auftragung logarithmisch)  

Der Km-Wert von Glutathion an der GPx bei einer Konzentration von 500 µM Peroxid 

wurde zu 4 mM bestimmt.[82]  

Durch einen globale Regressionsanalyse und Linearisierung mittels doppelt reziproker 

Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit von der Substratkonzentration 

kann anhand der folgenden Formeln errechnet werden, welchen Wert ki annimmt und um 

welche Art der Hemmung es sich handelt.[102] 

 
v - Umsatzgeschwindigkeit 
Vmax - Maximalumsatz  
[S] - Substratkonzentration 
Km - Michaelis-Menten-Konstante 
[I] - Inhibitorkonzentration 

v𝑘𝑜𝑚𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡𝑖𝑣 =
Vmax[S]

[S] + 𝐾m(1 +
[I]
𝑘i
)
 

(5—32) 

v𝑛𝑖𝑐ℎ𝑡−𝑘𝑜𝑚𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡𝑖𝑣 =
Vmax[S]

[S](1 +
[I]
αKi
) + 𝐾m(1 +

[I]
𝐾i
)
 

(5—33) 

  

v𝑢𝑛𝑘𝑜𝑚𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡𝑖𝑣 =
Vmax[S]

[S](1 +
[I]
α𝐾i
) + 𝐾m

 
(5—34) 
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α - Konstante, beschreibt Beeinflussung der Substrataffinität zum Enzym durch Inhibitor 

5.4.1.6 Bestimmung des Km-Wertes eines Substrates 

Der Km-Wert beschreibt die Konzentration eines Substrates, bei der die halbmaximale Re-

aktionsgeschwindigkeit bei sonst gleichen Bedingungen erreicht ist und beschreibt die Af-

finität eines Substrates zur Bindungsstelle am Enzym – genauer die Dissoziationsneigung 

des Enzym-Substrat-Komplexes. Für Mehrsubstratreaktionen gilt, dass wenn die Konzent-

rationen der Substrate außer einer konstant gehalten werden, für das Substrat mit verän-

derlicher Konzentration ein virtueller Km-Wert erhalten wird. Dieser und Vmax sind verän-

derlich in Abhängigkeit von den Konzentrationen der anderen Substrate.[160] 

Die Bestimmung des Km-Wertes erfolgt unter den in Kapitel 5.4.1 beschriebenen Bedingun-

gen und Berechnungen, bei veränderlichen Peroxidkonzentrationen von 8,67–500 µM. 

Dazu wird eine 500 µM Lösung des Peroxids hergestellt und 1,5-fach auf einer 96-well-

Platte seriell verdünnt. Aus dieser 96-well-Platte wurde die Peroxidlösung nach Vorlage 

der restlichen Assaybestandteile mittels 12-Kanal-Pipette gleichzeitig pipettiert, um einen 

zeitgleichen Reaktionsstart sowie einen unmittelbaren Messbeginn zu ermöglichen.  

Die so erhaltenen Messwerte wurden in Enzymaktivitäten umgerechnet und gegen die Per-

oxidkonzentrationen aufgetragen. Mittels GraphPad Prism 8 wurden die erhaltenen Daten 

gemäß folgender Formel geplottet und mittels nichtlinearer Regression gefittet:  

v - Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms 
Vmax - Maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
[S] - Substratkonzentration 
Km - Michaelis-Menten-Konstante 

Die aus diesen Berechnungen nach dreifacher Durchführung des Experimentes erhaltenen 

Werte für Vmax und Km wurden gemittelt.  

5.4.1.7 Bestimmung der Inhibierung durch reaktive Schwefelspezies 

Die Bestimmung der Inhibierung durch reaktive Schwefelspezies erfolgt grundlegend nach 

dem beschriebenen Vorgehen und Verwendung der beschriebenen Konzentrationen in Ka-

pitel 5.4.1.  

𝑣 =
(Vmax  [S])

(𝐾M  [S])
 (5—35) 
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Die Herstellung der Inhibitorlösungen erfolgte auf Grundlage von FRANCOLEON et al. 

2011[23] hinsichtlich benötigter Konzentrationen für die in-situ Produktion reaktiver Schwe-

felspezies.  

1 mL einer 10 mM Lösung Na2S in Puffer wird mit 1 mL einer 10 mM Lösung GSSG in Puffer 

für 15 min bei 37 °C inkubiert. Diese Lösung wird 11-fach 1:2 (100 µL zu 200 µL) in einer 96-

Well-Platte verdünnt. 30 µL dieser Lösungen werden als Inhibitorlösungen im GPx-Assay 

verwendet. Eine 10 mM Lösung Na2S in GPx-Puffer wird 1:1 verdünnt und anschließend 

ebenfalls als Konzentrationsreihe hergestellt, wie oben beschrieben.  

Die Auswertung erfolgt im linearen Bereich, indem die relativen Enzymgeschwindigkeiten 

auf Formel (5—28) angewendet wurden. Der IC50-Wert wurde mittels nicht-linearer Regres-

sion bestimmt. 

Durch den Einsatz von GSSG konnte nur ein Teil der Ergebnisse ausgewertet werden, da 

GSSG die Messreaktion des Assays beeinflusst. Um diesen Effekt zu korrigieren wurden 

residual plots erstellt, welche die Abweichung der Messwerte von der Regression anzeigen. 

War die Beeinflussung des Enzyms durch das eingesetzte GSSG ersichtlich, wurden die 

Werte für die Berechnung exkludiert.  

5.4.2 Glutathionperoxidase-Assay mittels RP-HPLC 

Der GPx-Assay wird in einem 15 mL Falcon (Sarstedt, 62.554.502) durchgeführt.  

Lösung A: Kaliumphosphatpuffer; pH = 7,4; Zusatz von 409 mg EDTA und 100 mg Tri-

ton X-100 je Liter 

Lösung B: GPx-Aliquote in Puffer A/Glycerol, Aktivität 20 U mL−1 

Lösung C: 17 mM GSH-Lösung aus L-GSH in Lösung A 

Lösung D: 2 mM t-Butylhydroperoxidlösung in Wasser 

Lösung E: Inhibitor Stammlösungen in einem geeigneten Lösungsmittel (Konzentra-

tion 10-fach zur Zielkonzentration im Well für in Puffer lösliche Substanzen; 

1000-fach zur Zielkonzentration im Well für in organischen Lösungsmitteln 

lösliche Substanzen) 

extra LM: Ausgleich des Lösungsmittels aus Lösung F 

Nach Zugabe des Reaktionsstarters Lösung D wird das Falcon mit dem Reaktionsansatz 

kurz geschwenkt, um eine Durchmischung zu ermöglichen. Nach 0,5, 1,0 sowie 1,5 min 

werden 900 µL der Lösung entnommen und in ein HPLC-Vial pipettiert, welches 100 µL 

einer 5 mM Lösung von Mercaptobernsteinsäure in GPx-Puffer enthält. Die resultierende 
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500 µM Lösung des GPx-Inhibitors soll eine weitere Enzymreaktion während der Standzeit 

im Autosampler unterbinden.  

Tabelle 36: GPx-Assay – Pipettierreihenfolge für die HPLC. Beispiel für einen in Lösung A löslichen Inhibitor, 
zum Beispiel Mercaptobernsteinsäure 

Die so erhaltene Lösung wurde mittels der in Kapitel 5.3.2 beschriebenen RP-HPLC-Me-

thode analysiert. Kalibriert wurde die GPx-Assay-Messung mit einer Verdünnung von 

GSSG in GPx-Puffer (9–150 µM). Für jeden Reaktionsansatz wurde die gemessene Konzent-

ration GSSG in µM über der Zeit in Minuten dargestellt. Der Anstieg der erhaltenen Gera-

den entspricht dem Enzymumsatz: 

Die Enzymaktivität der GPx-freien Kontrolle wurde von jedem errechneten Aktivitätswert 

abgezogen und anschließend die Restaktivität mittels der in Kapitel 5.4.1 beschriebenen 

Formeln (5—27) sowie (5—28) berechnet und ausgewertet. Der Assay wurde mindestens 

in drei voneinander unabhängigen Versuchen durchgeführt.  

5.4.3 Glutathionreduktase-Assay 

Eine Hemmung im GPx-Assay kann auch durch eine Hemmung der GR durch den ver-

wendeten potentiellen Inhibitor hervorgerufen werden. Um das auszuschließen, wird der 

GR-Assay als abgewandelter GPx-Assay durchgeführt. Der Assay beruht auf der Reduk-

tion von oxidiertem Glutathion durch die Reduktase unter Verwendung von NADPH. Die 

abnehmende Konzentration an NADPH wird als Maß für die Enzymaktivität genutzt.  

 

Materialien 

Mikrotiterplatten – Greiner Bio-One UV-Star® Microplatte, 96 well, COC, F-Boden (Kamin-

form), transparent (655801) 

P
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 ohne GPx ohne Inhibitor Testsubstanzen 

Lösung A 4000  µL 3497  µL 3497  µL 
Lösung B 0  µL 3  µL 3  µL 
Lösung C 500  µL 500  µL 500  µL 
Lösung E 0  µL 0  µL 500  µL 
extra LM 0  µL 500  µL 500  µL 
Lösung D 500  µL 500  µL 0  µL 

𝑈

𝐿
=
µmol

L  min
 (5—36) 
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Lösung A: Kaliumphosphatpuffer; pH = 7,4; Zusatz von 409 mg EDTA und 100 mg Tri-

ton X-100 je Liter 

Lösung B: GR 0,2 U mL−1 

Lösung C: 2 mM NADPH-Lösung in Lösung A 

Lösung D: 2,5 mM GSSG-Lösung aus L-GSH in Lösung A 

Lösung E:  Inhibitor Stammlösungen in DMF (Konzentration 10-fach zur Zielkonzent-

ration im Well) 

extra LM: Ausgleich des Lösungsmittels aus Lösung E  

Die Lösungen werden in der in Tabelle 37 angegebenen Reihenfolge und Menge in die da-

für vorgesehenen Kavitäten pipettiert, sodass die finalen Konzentrationen in den einzelnen 

Wells denen in Tabelle 38 entsprechen.  

Tabelle 37: GR-Assay − Pipettierreihenfolge 

P
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 ohne GPx ohne Inhibitor Testsubstanzen 

Lösung A 210  µL 180  µL 180  µL 
Lösung B 0  µL 30  µL 30  µL 
Lösung C 30  µL 30  µL 30  µL 
Lösung E 0   µL 0  µL 30  µL 

extra DMF 30  µL 30  µL 0  µL 
Lösung D 30  µL 30  µL 30  µL 

        

Tabelle 38: GR-Assay − Endkonzentrationen in den Kavitäten 

Die Berechnung der Restaktivität erfolgt wie in 5.4.1 beschrieben mittels Tabellenkalkula-

tion. Für den Glutathionreduktase-Assay wurde keine Dosis-Wirkungs-Beziehung erstellt. 

Wenn die höchste im GPx-Assay verwendete Konzentration keine Hemmung der GR 

zeigte, wurde geschlossen, dass die beobachtete GPx-Hemmung nicht auf eine artifizielle 

Hemmung der GR zurückzuführen ist.  

5.5 Zellkulturarbeiten 

5.5.1 Verwendete Zelllinien und Kulturbedingungen 

Für die verschiedenen Testungen wurden insgesamt fünf verschiedene Zelllinien verwen-

det. Zur Testung der antiproliferativen Eigenschaften von liposomalen Pentathiepinen ka-

men die adhärenten Zelllinien A2780 (ovarian carcinoma) sowie SiSo (cervix adenocarcinoma) 

Bestandteil Konzentration / Aktivität 

GR 0,02  U mL−1 
GSSG 250     µM 

NADPH 200     µM 
Inhibitoren 20  µM 
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zum Einsatz. Für die viabilitätsmindernden Eigenschaften der Pentathiepine sowie die 

GSH-Depletion Experimente wurden KYSE-70 (esophageal squamous cell carcinoma, ACC 363), 

DanG (pancreas carcinoma, ACC 249) und LCLC-103H (large cell lung carcinoma, ACC 384) 

verwendet. Mit Ausnahme von A2780 wurden alle Zelllinien von der Deutschen Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen. A2780 wurde 

dem Arbeitskreis durch Julie Woods (Ninewells Hospital, University of Aberdeen, UK) 

überlassen. Mykoplasmenbefall wurde durch das MycoAlertTM PLUS Mycoplasma De-

tection Kit (Lonza, LT07-703) ausgeschlossen 

Alle Zelllinien werden in RPMI 1640 Medium nach Zusatz von 10 % bovinem Kälberserum 

(fetal bovine serum, FBS) sowie 30 mg L−1 Penicillin und 40 mg L−1 Streptomycin bei 37 °C in 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 5 % CO2 inkubiert.  

Alle arbeiten an offenen Zelllinien finden in der Laminar-Flow-Box unter Einhaltung 

grundsätzlicher Hygieneregeln für keimarmes Arbeiten statt.  

5.5.2 Auftauen der Zellen 

Zur Langzeitlagerung sind die Zellen in DMSO suspendiert und in flüssigem Stickstoff ein-

gefroren. Vor der Verwendung müssen die Zellen aufgetaut und in Kultur überführt wer-

den.  

Nach der Entnahme der Zellen aus dem flüssigen Stickstoff wird das Kryo-Röhrchen mit-

tels einer Pinzette im 37 °C Wasserbad unter leichtem Schwenken aufgetaut. Mittels Pipette 

wird die Zellsuspension in ein Zentrifugenröhrchen überführt. Tropfenweise werden 5-mal 

1 mL Medium unter Schütteln hinzugegeben. Die langsame Hinzugabe dient der Vermei-

dung von Osmoseprozessen durch DSMO, welche ein Platzen der Zelle hervorrufen könn-

ten. Nach Zugabe von 25 mL Medium wird die Suspension bei 400 g für 5 min zentrifugiert. 

Der Überstand wird abgesaugt und das Zellpellet in 5 mL Medium resuspendiert. Eine 

Menge 50000 Zellen entsprechend wird in eine Zellkulturflasche (T25) überführt und mit 

7,5 mL Medium versetzt. Die Inkubation findet unter den in Kapitel 5.5.1 beschriebenen 

Bedingungen statt. 

5.5.3 Passagieren und Aussaat der Zellen 

Um ein dauerhaft exponentielles Wachstum der Zellen zu gewährleisten, werden die Zel-

len bei Erreichen von etwa 90 % Konfluenz passagiert. Dafür wird eine entsprechende Zell-

zahl in eine neue Zellkulturflasche überführt. Im selben Arbeitsschritt können Zellen für 
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die Experimente entnommen und in Zellkulturplatten überführt werden. Das Vorgehen 

des Passagierens und Aussäens ist für den Kristallviolett-Assay sowie den MTT-Assay 

identisch. Die verwendeten Zellzahlen sind im entsprechenden Kapitel notiert. 

Das Medium wird aus der Kulturflasche abgesaugt und 2,5 mL einer auf 37 °C vorgewärm-

ten Trypsin-EDTA-Lösung wird auf den Zellrasen pipettiert. Die Einwirkzeit bei 37 °C 

muss lang genug sein, um die Verbindungen der Zellen zur Kulturflaschenoberfläche zu 

lösen, eine zu lange Einwirkzeit kann jedoch schädigend auf die Zellen wirken. Die im Ar-

beitskreis etablierten, verwendeten Einwirkzeiten sind in Tabelle 39 dargestellt. 

Tabelle 39: Eigenschaften und Bedingungen verwendeter Zelllinien 

Nach Beendigung der Inkubationszeit wird das Ablösen der Zellen durch seitliches Klop-

fen auf die Zellkulturflasche unterstützt – wenn nötig kann ein Zellschaber eingesetzt wer-

den. Nach Zugabe von 3 mL Medium, um die Trypsin-Reaktion zu stoppen, werden 0,5 mL 

der Zellsuspension in 20 mL Isoton II®-Lösung überführt und mittels Coulter Counter Z2 

vermessen. Ein Volumen der Zellsuspension entsprechend der in Tabelle 39 aufgeführten 

Zellzahlen wird in eine neue T25-Zellkulturflasche überführt und mit 7,5 mL Medium ver-

setzt. Die angegebenen Zellzahlen sind im Arbeitskreis etabliert und führen zu einer Kon-

fluenz von etwa 90 % nach sieben Tagen Inkubation. 

Zur Aussaat der Zellen in Zellkulturflaschen wird an dieser Stelle die benötigte Menge 

Zellsuspension mit einer entsprechenden Menge Medium versetzt und zu 100 µL in die 

Wells der 96-Well-Zellkulturplatten pipettiert.  Die benötigten Zellmengen sind in den Ka-

piteln der Zellkultur-Assays angegeben. 

5.5.4 Proliferationsassay – Kristallviolett 

5.5.4.1 Standardprotokoll zur Durchführung des Kristallviolett-Assays 

Zur Bestimmung antiproliferativer Eigenschaften wird der Kristallviolett-Assay angewen-

det, welcher das Zellwachstum nach einem Inkubationszeitraum von 96 h bestimmt. Das 

Vorgehen beruht auf der Veröffentlichung BRACHT et al. 2006[161]. Grundlage des Assays ist 

die Bindung des kationischen Triphenylmethanfarbstoffes Kristallviolett an die DNA. Dies 

Zelllinie Zellzahl zur Passage Einwirkzeit Trypsin Größenbereich 

A2780 20000 2 min 10–30 µM 
DAN-G 50000 2 min 10–30 µM 

KYSE-70 40000 4 min 10–30 µM 
LCLC-103H 25000 2 min 15–35 µM 

SiSo 50000 2 min 10–30 µM 
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geschieht nur nach vorheriger Fixierung der Zellen. Die spektrophotometrische Absorption 

des nach Anfärben gelöstem Farbstoffes ist ein Maß für die vorhandene Zellzahl.[162] 

Nach dem Trypsinieren und Zählen der Zellen (siehe Kapitel 5.5.3) wird das benötigte Vo-

lumen für die entsprechende Zellzahl in einem Zellkultur-Boot vorgelegt und in der kor-

respondierenden Menge Medium verdünnt. Die exakten Volumina errechnen sich aus der 

Zellzahl und der benötigten Menge an Zellen pro Well, sowie der Anzahl benötigter Plat-

ten. Tabelle 40 beinhaltet die pro Well ausgesäten Zellzahlen für die verwendeten Zellli-

nien. 

Tabelle 40: Zellzahlen zur Aussaat der verschiedenen Zelllinien – Kristallviolett-Assay 

Es wird eine Zellsuspension hergestellt, die der angegebenen Zellzahl in 100 µL entspricht. 

Ein Volumen von 100 µL Zellsuspension wird in jedes Well pipettiert. 24 h nach Aussaat 

der Zellen wird eine Kontrollplatte (t0) mit Glutaraldehyd fixiert. 

Fixierung mit Glutaraldehyd 

Das Medium wird aus den 96-Well-Platten entfernt und durch 100 µL 1%ige Glutaralde-

hyd-Lösung in Dulbeccos-Puffer ersetzt. Nach 20 min Fixierzeit wird die Fixierlösung ent-

fernt und durch 100 µL Dulbeccos Puffer ersetzt. 

Ebenfalls 24 h nach der Aussaat wird das Wachstum der Zellen in den Wells visuell mittels 

Lichtmikroskopie überprüft. Ist eine gleichmäßige Verteilung der ausgesäten Zellen er-

reicht, wird mit der Inkubation mit Testsubstanzen fortgefahren. 

Inkubation mit Testsubstanzen 

Die zu testenden Substanzen werden in 1000-facher Konzentration in einem geeigneten Lö-

sungsmittel gelöst (zum Beispiel DMF oder Dulbeccos-Puffer). Zur Bestimmung von Dosis-

Wirkungs-Kurven wird vor der Inkubation eine serielle Verdünnung im entsprechenden 

Lösungsmittel hergestellt. Diese Lösungen werden 1:500 in der benötigten Menge Zellkul-

tur-Medium verdünnt. 100 µL dieser Lösung werden in die entsprechenden Wells pipet-

tiert. Das resultiert in einer maximalen Konzentration von 0,1 % Lösungsmittel. Nach wei-

teren 96 h Inkubationszeit werden auch die Testplatten mit Glutaraldehyd fixiert. 

Färbung mit Kristallviolett und Messung der Absorption 

Zelllinie Zellen pro Well 

A2780 1000 
SiSo 1000 
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Nach Entfernen des Dulbecco-Puffers werden 100 µL einer wässrigen, 0,02%igen Kristall-

violett-Lösung in die Wells pipettiert. Nach 30 min Einwirkzeit wird das Kristallviolett ent-

fernt und die gesamte Platte für 15 min im Wasserbad gewaschen. Anschließend werden 

100 µL 70%igen Ethanols in die Wells pipettiert. Nach zwei Stunden auf dem Schüttler kön-

nen die Platten entweder gemessen oder im Kühlschrank gelagert werden. Die Messung 

der optischen Dichte erfolgt bei λ = 570 nm mittels SpectraMax 384 plus oder dem Tecan 

Sunrise 

Die Berechnung des Zellwachstums und daraus folgend die Dosis/Wachstum-Kurven be-

ruhen auf der Grundlage der korrigierten Wachstumswerte. Die optische Dichte (Absorp-

tion) wird als Maß für das Zellwachstum verwendet: 

T  =  Wachstum der getesteten Zellen 
C  =  Wachstum der Kontrolle 
AT  =  mittlere Absorption der getesteten Zellreihe 
At0  =  mittlere Absorption der Kontrollplatte 
AK  =  mittlere Absorption der Kontrollreihen 

Die außenliegenden Wells einer 96-Well-Platte werden bei der Auswertung nicht berück-

sichtigt. Auf jeder Platte wird jede Kondition dreifach (je drei Wells) durchgeführt und der 

Mittelwert gebildet. Die korrigierten Wachstumswerte werden in GraphPad Prism 8 gegen 

die Konzentration aufgetragen. Nach Durchführung einer Transformation X = log (X) wird 

eine non-linear regression log (inhibitor) vs. response – variable slope (four parameters) angewen-

det. Aus dem erstellten Datenblatt werden die GI50-Werte mittels Interpolation berechnet. 

Für alle getestete Subtanzen werden mindestens drei unabhängige Versuche durchgeführt, 

der geometrische Mittelwert sowie das 95 %-Vertrauensintervall berechnet. 

5.5.4.2 Proliferationsassay nach Umsatz des Pentathiepins mit Glutathion 

Untersucht wurden die beiden Zelllinien A2780 und SiSo. Die ungefähren IC50-Konzentra-

tionen von Pentathiepin 36 wurden herangezogen. Für dieses Experiment wurde die Pro-

benvorbereitung folgendermaßen angepasst und somit sichergestellt, dass ein Einfluss von 

GSH nicht für beobachtete Effekte alleine verantwortlich ist.  

Lösung 1: 10 mM 36 in DMF  

- Lösung 1A: 10 µL dieser Lösung auf 1 mL DMF → 100 µM 36 (A2780) 

- Lösung 1B: 40 µL dieser Lösung auf 1 mL DMF → 400 µM 36 (SiSo) 

(
T

C
)
corr

(%) =
AT − At0
AK − At0

100 (5—37) 
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Lösung 2: Mischung aus 100 µL DMF in einem Eppendorfgefäß mit 100 µL 100 mM GSH in 

Wasser (ELGA) und Inkubation bei 37 °C im Wasserbad im Dunkeln für 2 h 

- Lösung 2A: 20 µL dieser Lösung auf 1 mL DMF verdünnen → 100 µM 36 und 

1 mM GSH (A2780) 

- Lösung 2B: 80 µL dieser Lösung auf 1 mL DMF verdünnen → 400 µM 36 und 

4  mM GSH (SiSo) 

Lösung 3: Mischung aus 100 µL 10 mM 36 in einem Eppendorfgefäß mit 100 µL 100 mM 

GSH und inkubation bei 37 °C im Wasserbad im Dunkeln für 2 h 

- Lösung 3A: 20 µL dieser Lösung auf 1 mL DMF verdünnen → 100 µM 36 und 

1 mM GSH (A2780) 

- Lösung 3B: 80 µL dieser Lösung auf 1 mL DMF verdünnen → 400 µM 36 und 

4 mM GSH (SiSo) 

Aus diesen Lösungen wurden wie folgt Verdünnungen in 5 mL Medium hergestellt und 

anschließend in die korrespondierenden Reihen der 96-well Platte 1:2 zu den angegebenen 

Endkonzentrationen verdünnt: 

Abbildung 71:  Plattenbelegung Proliferationsassay nach Umsetzung mit GSH 

 

Reihen 1&7: 10 µL DMF (Kontrolle) 

Reihe 2: 10 µL Lösung 1A (0,1 µM 36) 

Reihe 3: 10 µL Lösung 2A (1 µM GSH) 

Reihe 4: 10 µL Lösung 3A (0,1 µM 36 und 1 µM GSH) 

Reihe 8: 10 µL Lösung 1B (0,4 µM 36) 

Reihe 9: 10 µL Lösung 2B (4 µM GSH) 

Reihe 10: 10 µL Lösung 3B (0,4 µM 36 und 4 µM GSH) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             
B             
C             
D             
E             
F             
             

G             
H             
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5.5.5 MTT-Assay – Messung der zellulären, metabolischen Aktivität 

5.5.5.1 Standardprotokoll des MTT-Assays 

Die Messung der Viabilität von kultivierten Zellen beruht auf der enzymatischen Reduk-

tion des gelben, wasserlöslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-

zoliumbromid (MTT). In viablen Zellen findet eine Reduktion durch mitochondriale De-

hydrogenasen zum wasserunlöslichen Formazanäquivalent statt – eine Reaktion, zu der 

geschädigte Zellen nicht, oder nicht in dem Maße, fähig sind. Die Menge des während des 

Assays gebildeten Formazans korreliert positiv mit der metabolischen Aktivität sowie der 

Proliferation der untersuchten Zellen.  

Nach dem Trypsinieren und Zählen der Zellen (siehe Kapitel 5.5.3) wird das benötigte Vo-

lumen für die entsprechende Zellzahl in einem Zellkultur-Boot vorgelegt und in der kor-

respondierenden Menge Medium verdünnt. Die exakten Volumina errechnen sich aus der 

Zellzahl und der benötigten Menge an Zellen pro Well, sowie der Anzahl benötigter Plat-

ten. Tabelle 41 beinhaltet die pro Well ausgesäten Zellzahlen für die verwendeten Zellli-

nien. 

Tabelle 41: Zellzahlen zur Aussaat der verschiedenen Zelllinien – MTT-Assay 

In die Wells einer 96-Well-Platte werden 100 µL einer entsprechenden Zellsuspension pi-

pettiert, wobei die äußersten Wells ausgelassen werden. Diese werden mit 100 µL Dulbe-

ccos-Puffer gefüllt. Zur Anheftung werden die ausgesäten Zellen für 24 h im Brutschrank 

unter Inkubationsbedingungen ruhen gelassen.  

Inkubation mit Testsubstanzen 

Die zu testenden Substanzen werden in 1000-facher Konzentration in einem geeigneten Lö-

sungsmittel gelöst (zum Beispiel DMF oder Dulbeccos-Puffer). Zur Bestimmung von Dosis-

Wirkungs-Kurven wird vor der Inkubation eine serielle Verdünnung im entsprechenden 

Lösungsmittel hergestellt. Diese Lösungen werden 1:500 in die benötigte Menge Zellkultur-

Medium verdünnt. 100 µL dieser Lösung werden in die entsprechenden Wells pipettiert. 

Das resultiert in einer maximalen Konzentration von 0,1 % Lösungsmittel. Die so behandel-

ten Zellen werden für 24, respektive 48 h inkubiert.  

Zelllinie Zellen pro Well 

DAN-G 5000 
KYSE-70 

LCLC-103H 
5000 
5000 
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MTT Färbung und Messung der Absorption 

Nach Ende der Inkubationszeit werden 40 µL einer MTT-Lösung in Dulbeccos-Puffer 

(2,5 mg mL−1) in jedes Well pipettiert. Nach weiteren 4 h Inkubation im Brutschrank wird 

das gesamte Medium abgesaugt. Nach Zugabe von 50 µL DMSO pro Well, wobei die gebil-

deten Formazankristalle gelöst werden, wird jede Platte für wenige Minuten auf dem Rütt-

ler geschüttelt. Die Messung der optischen Dichte erfolgt bei λ = 570 nm mittels Spectra-

Max 384 plus beziehungsweise Tecan Sunrise.  

Die Absorption einer Mediumkontrolle wird von allen gemessenen Werten abgezogen. Die 

Berechnung der relativen Viabilität erfolgt durch Bezug auf eine Lösungsmittelkontrolle 

nach folgender Formel:  

AT  =  mittlere Absorption der getesteten Zellreihe 
AK  =  mittlere Absorption der Kontrollreihen 

Auf jeder Platte wird jede Kondition dreifach (je drei Wells) durchgeführt und der Mittel-

wert gebildet. Die relativen Viabilitäten werden in GraphPad Prism 8 gegen die Konzent-

ration aufgetragen. Nach Durchführung einer Transformation X = log (X) wird eine non-li-

near regression log (inhibitor) vs. response – variable slope (four parameters) angewendet. Aus 

dem erstellten Datenblatt werden die absoluten IC50-Werte mittels Interpolation berechnet. 

Für alle getestete Subtanzen werden mindestens drei unabhängige Versuche durchgeführt, 

der geometrische Mittelwert sowie das 95 %-Vertrauensintervall berechnet.  

5.5.5.2 MTT-Assay nach Vorinkubation mit DL-Buthionin-(S,R)-sulfoximin 

Der in 5.5.5 beschriebene MTT-Assay wurde genutzt, um die Auswirkungen einer intrazel-

lulären Beeinflussung des GSH-Spiegels zu testen.  

Die Inkubation verschiedener Krebszelllinien mit dem Aminosäurederivat DL-Buthionin-

(S,R)-sulfoximin führt zur Absenkung intrazellulärer Glutathionspiegel.[86] Der Effekt wird 

durch irreversible Hemmung der  -Glutamylcysteinsynthetase hervorgerufen und führt 

zur GSH-Spiegelsenkung innerhalb weniger Stunden.[163] 

Viabilität (%) =
AT
AK

100 (5—38) 
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Abbildung 72: Struktur von DL-Buthionin-(S,R)-sulfoximin 

Diese Eigenschaft von BSO – den intrazellulären Glutathionspiegel zu senken – wurde sich 

in einem veränderten Assaydesign zu Nutze gemacht. Abweichend von der Beschreibung 

des Assays in Kapitel 5.5.5 wurde nach der 24-stündigen Inkubation zum Adhärieren der 

Zellen zunächst eine Inkubation der Zellen mit 200 µM BSO vorgenommen. Dieses wurde 

dazu in PBS zu 400 µM gelöst und 100 µL dieser Lösung wurde auf die Hälfte der Wells 

pipettiert. Da es sich um eine relativ weitreichende Manipulation des biologischen Systems 

handelte, wurde bei jedem Versuch eine Kontrolle in derselben Art und Weise durchge-

führt auf derselben Platte, jedoch ohne BSO. Abbildung 73 zeigt das Pipettierschema für 

eine 96-Well-Platte.  

Nach 6-stündiger Inkubation bei 37 °C im Brutschrank wurde das gesamte Medium aus den 

Wells B2:G11 abgesaugt und durch 200 µL Medium ersetzt, in welchem bereits die entspre-

chenden Testsubstanzen in der Zielkonzentration und einer maximalen Lösungsmittelkon-

zentration von 0,1 % gelöst waren. Die Platte wurde für weitere 42 h im Brutschrank inku-

biert. Das resultierte in einer Gesamtinkubationszeit von 48 h. Nach Beendigung der 

Inkubation wird der Assay durchgeführt, wie in Kapitel 5.5.5 beschrieben.  

 

Abbildung 73: Pipettierschema MTT-Assay mit vorheriger BSO-Inkubation. grau: 100 µL Dulbeccos Puffer 
(ohne Zellen) – blau: Mediumkontrolle (ohne Zellen) – orange: 200 µM BSO – gelb: ohne 
BSO 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             
B             
C             
D             
E             
F             
             

G             
H             
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5.6 Moleküldynamik-Simulation 

Die Simulation der Moleküldynamik wurde mit folgenden Parametern durchgeführt:  

Standard Moleküldynamik-Simulation 

Systembau: Maestro 2020-4 

MD: Desmond 6.4 (GPU-Version)[164] 

Kraftfeld: OPLS3e[165] 

Box: kubisch, a = 5 nm (TIP3P-Wassermoleküle) 

Temperatur: T = 300 K 

Druck: 1 atm 

Zeitschritt: t = 2 fs 

Thermostat: Langevin 

Barostat: Langevin 

kurzreichweitige nicht-bindende Interaktionen: Elektrostatik & van der Waals 

Cutoff: 1 nm 

Switching-Funktion 0,1 nm[166] 

langreichweitige elektrostatische Interaktionen: Particle Mesh Ewald (PME) 

Snapshots alle 10 ps  

Ablauf 

Minimierung: 100 ps 

Standard-Relaxationsprotokoll von Schrödinger: erste Äquilibrierung von Volumen und 

Temperatur 
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