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Allgemeine Erlauterungen \Y

Allgemeine Erlauterungen

Bei Angaben zu den stochiometrischen Verhaltnissen (1:1, 2:1; 1:2) nimmt die erstgenannte
Zahl immer Bezug auf den entsprechenden Metall-Komplex. Die nachfolgende Ziffer steht fir
das Stoffmengenverhaltnis der eingesetzten Peptide beziiglich der Metall-Spezies.

Die in dieser Arbeit angegebenen Prozente zur Eluentenzusammensetzung sind stets als
Volumenprozente (% v/ %v) zu verstehen. Bei der Auflistung der Eluenten-
zusammensetzung wird im allgemeinen auf die Angabe von % H,O verzichtet.

Im Text angegebene pD-Werte sind fur den Isotopeneffekt des Deuteriums unkorrigiert, d.h. ,

dass pH = pD gesetzt wird.
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1  Einleitung

Metallionen spielen bei biologischen und biomedizinischen Prozessen eine entscheiden Rolle.
Die essentiellen anorganischen Elemente besitzen eine grofle Vielfalt von spezifischen
Lebensfunktionen im Korper des Menschen. So kann zum Beispiel Zn** die Proteinstruktur
durch Cysteinkoordination stabilisieren (sogenannte Zinkfingerproteine) und das Eisenion
besitzt die biologische Funktion der Speicherung und des Transportes von Sauerstoff und ist

im Hamoglobin an die Imidazolseitenketten des Histidins gebunden [1].

Desoxy-Hamoglobin Oxyhamoglobin

Abb. 1.1.: Funktionelle Einheit des Hamoglobins fiir Speicherung und Transport von O,

Metalle kénnen auch als Sonden fur radiodiagnostische Untersuchungen eingesetzt werden
und dienen schon seit Jahrhunderten als Medikamente. Im Einsatz befinden sich zur Zeit z. B.
das Goldpréaparat Aurofin, das oral verabreicht der Behandlung rheumatoider Arthritis dient
und das radiotherapeutisch als Kontrastmittel genutzte [Tc(CNR)s]" [2, 3, 4]. Das wichtigste
Antitumorreagenz ist cis-[PtCI,(NH3),] (Cisplatin), dass zur Behandlung von Tumoren
intravends injiziert wird. Diese einfach aufgebaute anorganische Komplexverbindung wurde
bereits im Jahre 1844 von PEYRON synthetisiert [5]. Die tumorhemmende Wirkung von
Cisplatin wurde erst 1965 von ROSENBERG bei Untersuchungen der Zellteilung von

Escherichia coli unter Einfluss eines elektrischen Feldes festgestellt [6]. Er beobachtete bis zu
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300 fach groReres Filamentwachstum der Bakterien in den Zellkulturen, ohne das eine
Zellteilung zu beobachten war. Die Uberpriifung der Versuchbedingungen (Platinelektroden,
ammoniumchloridhaltiges Nahrmedium, Sonnenlicht) erklarte letztendlich die elektrolytische
Bildung des cis-[PtCl4(NH3);]. Weitere experimentelle Studien lieRen darauf schlieRen, das
im biologischen Milieu eine Reduktion zu Platin(l1)-Verbindungen mdglich ist. Schon im
Jahre 1969 erschien die erste Veroffentlichung tber den tumorhemmenden Effekt des
Cisplatins bei Méausen [7]. Die klinischen Versuchsreihen begannen im Jahr 1971 und schon 7
Jahre spéter bekam das Medikament die Zulassung durch die FDA und ist bis heute eines der
drei meistverkauftesten Antitumorarzneimittel auf der gesamten Welt mit einem Jahresumsatz
von 1 Mrd. DM [8]. Durch das breite Aktivitatsspektrum konnen eine Vielzahl von festen
Tumoren bei Menschen, wie urogenitale, gynakologische sowie Kopf, Hals und
Nackentumore mit Cisplatin behandelt werden. In iber 90 % der Falle (iberleben heutzutage
Patienten mit Hodenkrebs durch die Wirkung von Cisplatin [9]. Jedoch existieren auch
zahlreiche Nebenwirkungen z. B. die Dosis limitierende Nephrotoxizitat. Die typischen den

Patienten verabreichten Dosen liegen bei 100 mg/Tag fiir einen Zeitraum von 5 Tagen [10].

1.1 Cisplatin-Analoga

Um unerwiinschten Nebeneffekte zu vermeiden und die Wirksamkeit zu erhéhen wurden
mehr als 3000 verschiedene Cisplatin-Analoga synthetisiert, von denen nur Carboplatin in die
klinische Anwendung kam [11, 12]. Carboplatin besitzt eine deutlich héhere Loslichkeit und
aufgrund seiner verlangsamten Reaktion eine geringe Toxizitdt und kann in bis zu 2000 mg
Dosen verabreicht werden [10]. Nachteilig ist die Kreuzresistenz gegenuber Cisplatin,
wodurch es nur fur die gleichen Tumorerkrankungen eingesetzt werden kann. Die
Erforschung neuer Analoga sollte zu einer verbesserten therapeutische Breite, erhéhter
Tumorspezifitat, einer hoheren Loslichkeit und zur Verabreichung in oraler Form fihren [13,
14]. Auf der Suche nach verbesserten Platin-Antitumor-Medikamenten wurde z. B. das in
Abb. 1.2 gezeigte AMD 473 entwickelt. Es ist seit 1997 in klinischen Studien, oral und
intravends verabreichbar und gegen Zelllinien mit Cisplatin-Resistenz aktiv. Die sterische
Hinderung durch die 2-Methylgruppe fuhrt zu einer geringeren Reaktivitdt und induziert eine

langsame Vernetzung der Doppelstrang DNA [15, 16].
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0
H3N\Pt/CI H3N\Pt/o
H3N/ \CI H3N/ \o
0]
Cisplatin Carboplatin
HaN cl H3N of
3 o >pt<
a0 NH, Cl N| X
Transplatin =
trans-[PtCl,(NH3)(quinolin)]
OCCOH3 HAN .
HaN | cl N
\Pt/ /Pt\
I Xy cl
H of |
2 OCOCHg, |
CHj
IM 216 AMD 473
Abb. 1.2.: Antitumorwirksame Platinkomplexe

Interessant ist auch der oral wirksame Platinkomplex JM 216, der sich gegenwartig in Phase
I klinischer Untersuchungen befindet [17]. Dabei handelt es sich um eine Pt(IV)-
Verbindung, die im menschlichen Plasma z.B. durch Glutathion oder Ascorbat zu Pt(ll)-
Komplexen reduziert wird und keine Resistenz gegenuber Cisplatin oder Carboplatin zeigt
[18]. Weitere Cisplatin-Analoga besitzen z. B. Uber Linker gebundene Kohlenhydrate oder
kdnnen photosensitive Pt(IV)-lodkomplexe sein, die selektiv durch Licht aktivierbar sind und
dadurch geringere Nebenwirkungen als klassische Chemotherapeutika besitzen [19-21].
Obwohl trans-[PtCI>,(NH3),] (Transplatin) therapeutisch inaktiv ist [22], zeigen neuste
klinische Studien von trans-[PtCl,(NHs)(quinolin)] die Bildung von bis zu 30 % interstrand
crosslink DNA-Produkt zwischen zwei Guaninen. Der mit Sicherheit von Cisplatin

verschiedene Wirkungsmechanismus konnte somit die Cisplatinresistenz umgehen [23-25].
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1.2 Reaktionsmechanismus von Cisplatin

Der genaue Reaktionsweg von Cisplatin zur DNA ist immer noch unbekannt. Nach der
intravendsen Injektion bleibt cis-[PtCl,(NHs),] aufgrund der hohen Chloridkonzentration von
100 mM im Blutplasma in der Ausgangskoordination erhalten. Nach dem aktiven oder
passiven Transport durch die Zellmembran in das Cytoplasma tritt dort wegen der geringeren

[CI]-Konzentration von 4 mM die Hydrolyse ein [26].

f )
SCHgto N7
substitution? PI-DNA
nucleus D, A
SCHsto S |
substitution 2 Pt-SCH;R .
hydrolysis
R-SCH,
: N
excrelion oy s.R- R-SH - Cisplatin  cytoplasm
+ [CI"] =4 mM
1 J
\ uptake extracellular
[CI =100 mM

Abb. 1.3.:  Mdglicher Reaktionsweg von Cisplatin in der Zelle [27]

Als Hydrolyseprodukte entstehen sowohl zuerst das cis-[PtCI(OH,)(NHa),], als auch nach
einiger Zeit die von CHOTTARD et al. fur die Platinierung an der DNA vermutete cis-
[PtCI,(OH,),]-Spezies [28]. Die in Abb. 1.3 als Zwischenprodukte vorhandenen
schwefelkoordinierten Komplexe werden im Abschnitt 1.3 néher erldutert. Das Ziel von
Cisplatin ist die DNA im Zellkern. Dort wird bei physiologischem pH-Wert bevorzugt der N7
Stickstoff der Nukleobase Guanin koordiniert.

Die verschiedenen Madglichkeiten der Adduktbildung sind in Abb. 1.4 zu sehen. Die
resultierenden Hauptprodukte bestehen aus der chelatartigen Verknlpfung zweier
benachbarter Guaninbasen ( in vivo 65 %) und dem Guanin-Adenin-Addukt ( in vivo 25 %)
[29, 30].
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INTERSTRAND INTERMOLECULAR

Abb. 1.4.: Strukturen verschiedener Cisplatin-DNA-Addukte [31]

Die Struktur des 1,2-d(GpG) intrastrand crosslink Adduktes mit der Doppelstrang DNA st in
Abb. 1.5 (B) dargestellt und wurde sowohl durch Rontgenstrukturanalyse [32, 33], als auch in
Losung durch NMR-spektroskopischen Untersuchungen bestétigt [34-36]. Cisplatin bindet in
der groRBen Furche der DNA und fihrt zu einer Abknickung von 26 — 50° zwischen den

einbezogenen Guaninbasen [37].
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Abb. 1.5.: Veranderung der grof3en Furche in der DNA durch Bildung des 1,2-d(GpG)-
Cisplatin intrastrand Addukt mit der Sequenz d(CCTCTG*G*GTCTCC)

Diese platinierte DNA-L&sion in den Tumorzellen wird durch einen Reparaturmechanismus
von sogenannten ,,High Mobility Group” (HMG)-Proteinen geschiitzt. Das Protein HMG1
besitzt drei Strukturdomanen, wobei A und B positiv geladen sind und die dritte aus dreif3ig
sauren Aminosaureresten am C-Terminus besteht. Die Bindung von HMG erhoht die
Verbiegung der platinierten DNA bis auf 90° [38]. LIPPARD et al. konnten die Struktur eines
Komplexes der A-Doméne von HMG1 mit einem aus 16 Basenpaaren bestehenden DNA-
Fragmentes, das eine Cisplatin-DNA-1,2-d(GpG)-Intrastrang-Vernetzung enthalt, mittels
Rontgenstrukturanalyse bestimmen [39]. Die genaue Funktion der HMG-Proteine ist noch

unbekannt und es werden in der Literatur drei moégliche Modelle diskutiert.
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Pt % Pt \
@ N\ \; N Reparatur
Pt g @ Reparatur @
/\ \ !\ blockiert [\
(b) _—
Kein Cisplatin-
DNA-Addukt
Gene
(© —
Cisplatin-DNA-
Addukt anwesend
Gene
@ Keine Gen-Transkription
Pt
il /
Abb. 1.6.: Vorschlage zum Mechanismus der Veranderung der Gen-Funktion durch

Bindung von HMG Proteinen an Ciplatin-modifizierte DNA [40]

Zuerst wurde davon ausgegangen, dass die Proteine zur Erkennung der reparaturbedirftigen
DNA-Stelle dienen. Im Augenblick liegt jedoch die Vermutung naher, dass entweder durch
die HMG-Adduktbildung der Reparaturweg blockiert wird oder ein HMG-Protein an die Pt-
DNA-Lé&sion bindet und somit nicht mehr fur seine nattrliche Funktion vorhanden ist.
Deutlich erkennbar wird die wichtige Rolle dieser HMG-Proteine in Bezug auf den

Wirkungsmechanismus von Cisplatin.
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1.3 Konkurrierende S-Donor Liganden

Auf dem Weg zur DNA im Zellkern kénnen Platinkomplexe mit einer Vielzahl von
methionin-, cystein- und histidinhaltigen Biomolekiilen wechselwirken. Die hohe Affinitat des
Platin(ll) zu der ,weichen* Thiolat- oder Thioethergruppe beginstigt eine solche
Komplexbildung. Diese konnte durch den im Urin von Krebspatienten nachgewiesenen
Methioninkomplex der Form [Pt(metH-k>S,N),]** bestatigt werden [41]. Die toxischen
Nebenwirkungen von Cisplatin werden in Verbindung mit dessen Wechselwirkung zu
Biomolekiilen gesehen und es wird versucht diese durch sogenannte rescue agents zu
kontrollieren [42, 43]. So werden z. B. Natriumdithiocarbamat, Thioharnstoff oder auch
Thiosulfat eingesetzt, um Verbindungen von Cisplatin mit Glutathion wieder frei zusetzen
[44-46]. In Studien von SADLER et al. bindet Platin(Il) Gbergangsweise an Methionin und er
erhalt darausfolgend das an den N7-Stickstoff des 5’GMP gebundene Endprodukt [47]. Im
Wirkungsmechanismus kann auch GSH eine entscheiden Rolle spielen, denn es substituiert an
GSMe gebundenes Pt(dien)®* und kann somit als relativ stabiles Produkt aus der Zelle
ausgeschieden werden [27]. Die deutlich verlangsamte Reaktion von Thiolen gegentber
Thiolaten l&sst sich in der Literatur bestatigen [48]. Durch Kombination von Cisplatin mit
Methionin konnte in vielen Fallen eine geringere Toxizitat festgestellt werden, die z. B. gegen
Gehorverlust oder Haarausfall nach der Chemotherapie schiitzen kann [49, 50].

Ein erst vor kurzem erschienener Artikel verdeutlicht die Toxizitatsminderung von Cisplatin
mit Methionin. Die dort als entscheidend dargestellte Rolle des Strukturelementes R-
CH(NH,)-(CH),-S-R fur die Blockierung des Cisplatin-Transportmechanismus soll auch in

der vorliegenden Arbeit untersucht werden [51].
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2 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, dass Verstandnis der Wechselwirkung von Platin(l1)-Verbindungen
mit Peptiden zu verbessern, um den Reaktionsmechanismus und die Nebenwirkungen des
Chemotherapeutikums Cisplatin zu erklaren. Auf dessen Weg nach der Injektion bis zur DNA
im Zellkern sind die Thioethergruppe des Methionins und die Imidazolgruppe des Histidins in
Peptiden und Proteinen potentielle Ankergruppen fir das ,,weiche* Pt(Il)-Atom. Zur
Untersuchung der intramolekularen Konkurrenz von Histidin- und Methioninseitenketten um
die Pt(I)-Bindung werden das N-terminal ungeschiitzte Tripeptid hisglymetH, die N-acetyl
geschitzten Tetra- und Pentapeptide achisglymetH, achis(ala)smetH und die zusétzlich auch
C-terminal geschitzten Tetra- und Pentapeptide achis(ala),metNHPh und achis(ala)smetNHPh
eingesetzt. Als Metallfragmente werden cis-[PtCl,(NH3),] und vergleichsweise auch dessen
bifunktionale Modellverbindung [Pt(en)(H.0),](NO3), verwendet. Die Erfassung moglicher
Koordinationsstellen und die Klarung einer potentiellen intramolekularen Migration in den
Peptiden soll durch das monodentat bindende [Pt(dien)(H,O) J(NOs).-Fragment erfolgen. Zur
Analyse der komplexen Reaktionsgemische wird die HPLC reversed phase
lonenpaarchromatographie mit Perfluorcarbonsduren verwendet, die sowohl fur die
analytische, als auch fir die semi-préparative Trennung aller Produkte, Zwischenprodukte und
Edukte geeignet ist.

Die systematische chromatographische  Untersuchung ermoglicht die  folgende

Vorgehensweise:

° Bestimmung der thermodynamisch begunstigten Reaktionsprodukte.
Hierzu werden pH-abhéngige Produktverteilungskurven (Reaktionszeit 3 Wochen bei
T = 40° C) erstellt. Die entstehenden Hauptprodukte kdénnen dann mittels semi-
praparativem Ansatzen bei entsprechenden pH-Werten isoliert und spektroskopisch

charakterisiert werden.

° Verfolgung der zeitabhéngigen Reaktionsverlaufe bei variierender
Ansatzstéchiometrie und pH-Werten zur Klarung moglicher Zwischenprodukte und

fiir Aufschlisse Uber den Reaktionsweg.
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Die aus den Versuchsreihen gewonnenen Ergebnisse sollen zur Beantwortung der folgenden

Fragen dienen:

1.) st eine bei Di- und Tripeptiden beobachtete S — N1 Migration auch bei Tetra- und
Pentapeptiden mdglich, deren funktionelle Seitenketten durch zwei oder drei

Alanineinheiten voneinander getrennt sind ?

2.) Welche kinetisch bzw. thermodynamisch beglnstigte Produkte bilden sich mit dem
Chemotherapeutikum Cisplatin und ist eine Vergleichbarkeit mit der bisher h&ufig

verwendeten Modellverbindung [Pt(en)(H20),]** erkennbar ?

3.) Spielt eine Spaltung, wie z.B. die von KosTIC beobachtete von Peptidbindungen in den

Umsetzungen mit Cisplatin eine Rolle ?

Die Antworten auf diese Fragen sollen zur Kl&rung der Rolle von Cisplatin in Reaktionen mit
histidin- und methioninhaltigen Peptidseitenketten beitragen und noch bestehende Liicken im

Wirkungsmechanismus des Chemotherapeutikums schliel3en.
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3 Kenntnisstand

3.1 Reaktionsverhalten von Pt(dien), Pt(en) und Cisplatin

In dieser Arbeit werden die Wechselwirkungen der Modellverbindung [Pt(dien)(H,0)]*",
[Pt(en)(H,0),]** und des Chemotherapeutikums cis-[PtCl(NH3),] mit methionin- und
histidinhaltigen Peptiden verglichen.

Der zweizdhnige Ethylendiaminligand geht aufgrund seiner zusétzliche Stabilisierung durch
den Chelateffekt in der Regel keine unerwiinschten Nebenreaktionen ein und so kénnen die
Untersuchungen von [Pt(en)(H»0),]** zu einer vereinfachten Strukturaufklarung der Platin-
Peptidprodukte dienen. Fir Migrationsstudien ist der Einsatz des [Pt(dien)(H.0)]**-
Metallfragmentes von Bedeutung, da hierbei nur eine monodentate Koordination durch den
dreizahnigen Diethylentriamin Liganden ermdglicht wird.

Bei cis-[PtCIl>(NHj3),] dagegen kann durch die Koordination an schwefelhaltige Liganden eine
Schwéchung der trans-standigen Pt(dien)-Sticktoffbindung eintreten und zu einer Abspaltung
der NH3-Gruppe fuhren [48]. Abspaltungen von en sind nur selten bei Zugabe eines besonders
stabilen Chelatbildners im sauren pH-Bereich zu beobachten [52-54]. Cystein kann mit
Pt(dien)-Verbindungen zu einer Abspaltung des dien-Liganden in 1:2 Ansdtzen im neutralen
pH-Bereich nach 10 Tagen fihren [55].

HN NH,
\P /
t
kl“"Zi”/ /N K, (OH)
cl cl \
—| . k.1(H,0)
HoN NH, HN NH,
\P / \Pt/
t K
ky(H,0) Pra3 J/
2 z/HZO/ \CI Ho \CI YOH)
2n Vi /T /\
HN NH, HN NH, HN NH,
\P / \P / \P /
VRN PKa1 7\ PKa2 7\
H,0 OH, HO OH, HO OH

Abb. 3.1:  Hauptspezies der Hydrolyse von [PtCl,(en)]
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Die beiden Pt-Modellverbindungen werden als Aquakomplexe eingesetzt, da die H,O-
Gruppen aufgrund ihrer Labilitat sofort durch die Donorgruppen der Peptide ersetzt werden
konnen, wahrend die Chloroliganden von Cisplatin nur langsam ausgetauscht werden und eine
schlechte Loslichkeit hervorrufen. Das komplexe Hydrolyseschema von [Pt(Cl),(en)] in Abb.
3.1 wird durch die Verwendung der Aquakomplexe auf die unteren drei Spezies reduziert. Im
Basischen kann es zur Ausbildung wenig reaktiver hydroxoverbriickter Oligomere kommen
[56, 57].

Tab. 3.1: Sdurekonstanten und Hydrolyse-Geschwindigkeitskonstanten von [PtCl,(en)]

pKa1 pKa PKas | ki(H20) | kia(H20) | kia(H20) | ko(H20) | ka2(OH) | ko(OH)
S I 5 0 T O 3 I 5 Y el O [s]
5,8 7,6 7,4 11-10° | 4,010° | 7,3.10° | 5,2:107 | 7,2.10° | 8,6:107
1=0,2 M (KNO3) | = 0,318 M (NaClO,) 1 =0,1 M (NaOH)
T =23°C [58] T =35°C [59] T =34°C [60]

Die Vergleichbarkeit der Modellverbindungen sollte gegeben sein, da Untersuchungen von
BEDARSKI und TRUMBACH keine unterschiedlichen Hydrolysegeschwindigkeiten fir die
[Pt(Cl)2(en)] und [Pt(Cl)(dien)]
ergaben [61]. Das von Housk aufgestellte allgemeine Hydrolyseschema von cis-[PtCl,(NH3),]
bei T =25° C in Abb. 3.2 wurde photometrisch bestimmt [62].

verschiedenen Aminliganden in [PtCl,(1,2-diaryl-en)],

2+
HaN H
()| HaN Ot
kp=25x10%s" /H\
@ HaN OH,
+ =909x10%M's”!
=727 kJ mol”!
K =632x10°%s" @ HNQ ! - _7:972?,(1 ! pKa' =5.93
aH = 822kImol’! /Pt\ |
4S = -49.4 JK' mol”! 25 @ HaN OH,
X z
o ol g ky=239x10%s"
ky=626x10"M" s AH = 82.4 ki mol”! e
AH=747 Un’:ol" ) 25 =57 JIC* mal” @ H3N\ /OH
S =-36.3 K" mol’ oK. = 6.85 /Pt
S @ HaN \OHz
ky=937x10*M's"
4H = 61.7 kJ mol”!
S =-96 JK' mol”!
@ HSN\Pt/OH pKa? = 7.87
V2 k2 =1.43x10%s"
HjN \Cl aH = 84.3 kJ mol '
4S =-55 JK"' mol”!
K2=190x10%s"
aH =84.4kJ mol”! H3N\ /OH
4S =-52 JK " mol’' Pt
Ve
@ N on

Abb. 3.2:  Hydrolsysenschema von cis-[PtCl,(NHz),] bei T =25° C
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Die Konstanten k; und k, der beiden Hydrolysenschritte bestatigen die Vergleichbarkeit der
Werte mit denen von MARTIN aus Tab. 3.1.

Da im Blutplasma eine 100 mM und in den Zellen nur eine 4 mM Chloridkonzentration
vorherrscht sind Untersuchungen von wassrigen Cisplatinlosungen mit unterschiedlichen
Chloridkonzentrationen fur den Wirkungsmechanismus von Interesse. Aus diesem Grund
wurde die in Abb. 3.3 dargestellte pH-abhangige Verteilung der Hydrolyseprodukte von
Cisplatin mit [CI] = 4 mM und einer Temperatur von 37° C nach 1 Woche Reaktionszeit

durch analytische HPLC erstellt.

10
8 —o— Cl,
f:; 6 - —o— CI(OH,)
<
§ 4] —%— (OH)(OH,)
—— Ptz(OH)Z
2 |
0 |
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH-Wert

Abb. 3.3: pH-abhangige Verteilung von cis-[PtCl,(NH3).] mit [CI'] =4 mM

Im sauren Medium liegt das Ausgangsprodukt Cisplatin im Verhéltnis von 4:1 gegeniuiber dem
Hydrolyseprodukt [PtCI(NH3)(OH)] vor. Ab pH > 7,8 dominiert das [Pty(NH3)4(OH).]-
Dimer, das sich aus dem [Pt(NH3)2(OH).]-Komplex bildet und nahezu inert ist. Diese Spezies
konnte durch ein **°Pt-Spektrum bei pH = 10,3 mit einem Verschiebungswert von —1589 ppm
bestatigt werden und ist nahezu identisch mit dem in der Literatur zu findenden Wert von —
1588 ppm [63]. Im interessanten physiologischem pH-Bereich sind hauptsachlich die beiden
Hydrolyseprodukte [PtCl (NH3z)(OH>)] und [Pt(NHs),(OH)(OH,)] zu finden. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit denen von MARTIN, der zudem die in Abb. 3.4 gezeigte Auftragung
der Hydrolysenprodukte bei pH = 7 mit variierendem Chloridgehalt der Losung untersuchte
[64]. Bei [CIT = 100 mM liegt hauptsachlich Cisplatin vor und bei dieser hohen
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Chloridkonzentration durchgefuihrte kinetische Untersuchungen mit verschiedenen Peptiden
dieser Arbeit bestatigen, dass eine Reaktion unter diesen Bedingungen nicht stattfindet. Durch
vergleichende Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl zeitabhéngige-, als auch pH-
abhdangige Produktverteilungen dieser Arbeit mit [CI'] = 0 mM sich nicht von denen mit [CI]

= 4 mM unterscheiden.

]O T T ! T T T i

—— ——
——
—

- —
—
—_—
-
-

8
a (NHz), Pt X,Y
2 pH = 7.0
0 i
w
w
-
S
OH~

-—
——
—
———

—— s —

I I T
0] 20 40 60 80 100 120 140 160
mM CI™

Abb. 3.4: Auftragung der Molfraktionen von cis-[PtCl,(NH3),]-

Komplexen gegen [CI] bei pH =7

Die von HEuDI et al. chromatographisch bestimmte Geschwindigkeitskonstante flr die erste
Hydrolyse einer 1mM Cisplatinlésung bei T = 37° C von k; = 1,67 - 10 s™ und der von
MOGHADDAS angegebene Wert von k; = 1,3 - 10 s™ sind mit dem in einer zeitabhangigen
Untersuchung bestimmten Hydrolysengeschwindigkeit von k; = 7,9 - 10 s vergleichbar
[65,66]. Die eigenen Untersuchungen bestéatigten auch den ty,-Wert von 2 h und die
Entstehung eines konstanten Gleichgewichtes zwischen Cisplatin und Hydrolyseprodukt nach
einer Reaktionszeit von 24 h [67]. Neuste Studien von CHOTTARD legen die Vermutung nahe,
dass der Cisplatinangriff an die DNA durch das doppelt hydrolisierte Cisplatinprodukt
erfolgen konnte [68].
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Zu den Koordinationsstellen von Peptiden fir Metallfragmente zéhlen die terminale Amino-,
die Carboxylatgruppen, die Amidstickstoffe und in den Seitenketten vorhandene Donoratome,
wie z. B. der Schwefel der Thioetherfunktion des Methionins oder die Imidazolstickstoffe des
Histidins.

Als erste Koordinationsstelle bei pH < 3 kann die Carboxylatgruppe dienen, der weitere
Umlagerungen zu stabilen Produkten in kurzer Zeit folgen. Eine deutlich stabilere Bindung
bildet die Aminogruppe aus. Erst wenn schon eine Koordination an einer anderen Gruppe
vorhanden ist, konnen die Amidstickstoffe beteiligt werden. Somit kdnnen in monodentat
gebundenen Peptiden benachbarte Donoratome in Konkurrenz um die Ausbildung eines
Chelatringes treten. Hierbei ist zu beachten, dass funf- oder sechsgliedrige Chelatringe
aufgrund der sterischen Verhaltnisse und der Hybridisierung der Ringatome besonders stabil
sind. Ringgrolien von elf oder mehr Atomen lassen die freie Drehbarkeit in den weitestgehend
ungespannten Makrochelaten zu.

Nach dem HSAB-Konzept bildet die leicht polarisierbare Lewis-Sdaure Platin(ll) bevorzugt

Bindungen zu ,,weichen* Liganden aus, wobei die folgende Reihenfolge zu beachten ist [69]:
SH>Gua>SR>ImH">NH3;">C0O0O (pH=5)

Diese thermodynamische Koordinationsreihenfolge kann durch kinetische Praferenz in der

Reaktion von Platinverbindungen mit methionin- und histidinhaltigen Peptiden Uberlagert

werden:

COOH > -SR > N(Amino) > N(Imidazol)

3.2 Komplexverbindungen des Pt(en) mit met- und his-haltigen Peptiden

Das Koordinationsverhalten der Modellverbindung [Pt(en)(H,0),]** mit histidin- und
methioninhaltigen Peptiden wurde hauptsachlich von unserer Arbeitsgruppe mittels

Chromatographie und multinuklearer NMR-Spektroskopie untersucht.
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SIEBERT charakterisierte die mit den methioninhaltigen Peptiden metglyH, metglyglyH,
glymetH, glymetglyH und glyglymetH entstehenden Produkte [57, 70]. Die chelatartige
Koordination von Schwefel mit der Amino- oder Amidgruppe ist im sauren und neutralen pH-
Bereich bevorzugt. Peptide mit einer C-terminalen Thioetherfunktion kénnen tridentate k°-
S,Namig,Namino-Komplexe ausbilden und bei Ligandentberschuf? entstehen (k-S),—Spezies
unter ,,arm-off* Beteiligung des en-Liganden. Im Basischen ab pH > 7,4 stellen die k*
Namid,Namino-Chelate die Hauptprodukte der Umsetzungen dar. FROHLING untersuchte die
intramolekulare Konkurrenz zwischen Histidin und Methionin Seitenketten in den Peptiden
cyclo-hismetH, hismetH und methisH bei der Reaktion mit [Pt(en)(H,0),]** [71, 72].
Zeitabhangige Studien des hismetH zeigen bei pH = 4,55 die Bildung eines k3-S,0-
Vorléufers, der zu dem 12-gliedrigen k?-S,N1-Makrochelat und dem  K%-S,Namino-
Hauptprodukt filhrt. Nach einer Reaktionszeit von (iber 600 h bildet sich aus der k*-S,Nanmid-
Spezies der thermodynamisch stabilere K*-Nanmig,Namino-Komplex. Ab pH-Werten gréRer als
8,5 dominiert das k*-Namino,N3-Produkt in der pH-Verteilung. Im methisH-System entsteht im
Sauren auch das k?-S,Namino-Chelat und ab pH > 9 dominiert das aus K>-S,Namino Uber k>
Namid;Namino gebildete K3-Namia,Namino,N3-Produkt. In der Dissertation von WOLTERS wurde
das Reaktionsverhalten wvon hisglymetH, achisglymetH und achis(ala)smetH mit
[Pt(en)(H,0),]** studiert [73, 74]. Entscheidend dabei war die Trennung der funktionellen
Gruppen durch bis zu drei Glycin- oder Alanineinheiten. Die Reaktionskinetiken der Tetra-
und Pentapeptide zeigen zuerst die Bildung des k?-S,0-Vorlaufers, der zu dem k3-S,Namig-
Chelat weiterreagiert und dann das k-S,N1-Makrochelat bildet. Die Verlangerung der
Peptidkette filhrt in der pH-Verteilungskurve zu einer Zunahme der K*S,Nimidazol-
koordinierten Produkte, die im achis(ala)smetH-System zwischen pH =3 und pH = 6,5
dominieren. Ab pH-Werten von 6,5 dominiert in beiden pH-Verteilungen das K-S, Namid-
Chelat. Bei Umsetzungen von [Pt(en)(H»0),]** mit glyhisH in 1:1 Stéchiometrie bildete sich
lber den gesamten pH-Bereich das  K>-Namid,Namino,N3-Hauptprodukt,  dessen
Koordinationsmodus schon bei Cu(Il) und auch Pd(ll) durch Kristallstruktur bewiesen wurde
[75]. KUuBELLA gelang der Nachweis eines siebengliedrigen k*-N1,Namino-Chelatringes bei der
Reaktion von [Pt(en)(H,0),]** mit aspalahisglyH im pH-Bereich von 4 bis 9 [76]. Dieser

Chelatring gilt als sterisch sehr gespannt und konnte bislang noch nicht beobachtet werden.
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3.3 Komplexverbindungen des Cisplatins mit met- und his-haltigen

Peptiden

Die in der Literatur vertffentlichten Reaktionen von Cisplatin mit Aminosauren und Peptiden
kdnnen in 3 Gebiete aufgeteilt werden. Das erste sind die von APPLETON durchgefihrten
Umsetzungen mit weder histidin- noch methioninhaltiger Aminosduren und Peptide (glyH,
alaH, acglyH, aspH, gluH, glyglyH) [77-82].

Die Untersuchungen von Cisplatin mit Histidin und histidinhaltigen Peptiden von APPLETON
mit hisH und hisglyH lieferten identische Ergebnisse, wie die der Arbeitsgruppe von
HADJILADIS mit den Peptiden hisalaH, hisglyalaH, proglyalahisH und hisproglyalahisH [83,
84]. In beiden Féllen bildet sich zuerst der k—O-koordinierte Komplex, der sich dann zum
stabilen K*- Namino,N3-Endprodukt umlagert. Der in Abb. 3.5 am Beispiel des hisglyH
dargestellte Reaktionsweg verdeutlicht dies und zeigt zusétzlich die Mdglichkeit der Bildung
eines 2:1 Komplexes durch die Koordination eines weiteren Cisplatins an Sauerstoff und

Amid des Methionins im Falle eines Metalliberschusses.

I I
H,N.  OH|2+ Q -H,0 H;N_OCCH,NHCCHNH; |2+
p + "NH;CHCNHCH,CO; h24
HN  OH, H,N" "OH, !
6
N 42 HN—/
HN_/
slow
H
N I+ (N
\{ +6 HyN \N3 | St
2 H,0 3
N, 2 :Pti
R HN N I
H 2 NHCH,C— NH
B, NHCH,CO, g 2 O\P{ 3
o H,0 NH;

43

Abb. 3.5:  Reaktionsweg von cis-[Pt(NH3)2(OH2),] mit Histidylglycin
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MOoRENO erhielt bei Reaktionen von Cisplatin mit dem synthetisiertem Phac-Hse(p>-dG)-HisH
nur zwei Chelatprodukte, die Uber N7 des Desoxyguanosins und N1 oder N3 des Histidins
koordiniert sind [85]. Das dritte und groRte Gebiet sind die Studien von Cisplatin mit der
Aminosdure Methionin. Der in Abb. 3.6 dargestellte mittels *N-NMR-Spektroskopie
abgesicherte Reaktionsweg von APPLETON ist im Einklang mit den von SADLER und HEUDI

veroffentlichten Teilergebnissen [86, 87, 65].

CO, Me
H3N\ /Cl + o, ) - H,0 H;N\ /CI | l.
Pt + 'NH,CHCO, —) Pt NH; + _NH, ICH(Cﬂz)zs\- /cn NH3+
VRN s N\ e Pt
H3N OH; H3N  +S(CHy),CH NH |
2 CH;CH;SMe I | + Hmet 3 N7 < S(CH,),CH
Hmet Me CO, 1} (|; o
7 ; ,
12
l-cr
COH 2+ l
H el H;N gz H3N cl +
i1 3
cr N> +H,cr ™ N co, o NH3
/7 ¢ | l
Pt /7 N\
. e -NH,” HN' s CH(CHp);8° .S(CH2):.CH
. " | | I | |
| Me NH; Me Me CO:
Me
9 8

13

Abb. 3.6: Reaktionsweg von cis-[Pt(NHs)2(OH,)]™ mit Methionin

Cisplatin reagiert entweder direkt mit Methionin oder als Hydrolyseprodukt zu dem kinetisch
bevorzugten monodentaten Schwefelkomplex. Zum einen kann es zur Bildung des
sechsgliedrigen k*-S,Namig-Chelates und aufgrund des trans-Effektes zum Austausch der dem
Schwefel gegenuberliegenden NH3-Gruppe mit einem in der Ldsung vorhandenen Chlorid
und der nachfolgenden Hydrolyse kommen. Zum anderen kann durch den trans-Effekt ein
zweites Methionin Uber den Schwefel an das Cisplatin koordinieren. Nachfolgend entsteht

durch Isomerisierung der cis-stdndige Komplex 13 und dann erfolgen die Chelatbildungen
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zum  Cis-(K>-S,Namia)>-Produkt. Die Dominanz des cis-lsomers im Gleichgewicht mit dem
trans-lsomer konnte auch von SADLER nachgewiesen werden [88]. Die Stochiometrie der
Komplexe 7, 8, 9 und 12 konnten von HEuDI mittels Massenspektrometrie bestatigt werden
[65]. Die Kristallstruktur in Abb. 3.6 zeigt die Moglichkeit der tridentaten Koordination von
Platin(1) mit glymetH in wassriger Lésung [89].

Abb.3.7:  Kristallstruktur von [PtCI(glymetH-&>-S,Nu,Ng)]

Das von KLEINE untersuchte Reaktionsverhalten von glymetH und glyglymetH mit Cisplatin

wird in Kapitel 7.5 néher erlautert [90].

3.4 Das Migrationsverhalten des Pt(dien)

Die inter- oder intramolekularen Konkurrenzreaktionen von [Pt(dien)(H,0)]** wurden in den
letzten 10 Jahren hauptsachlich von den Arbeitsgruppen REEDIIK und SADLER durchgefihrt,
nachdem sich die Mdoglichkeit des Cisplatins zeigte ohne vorhergehende Hydrolyse als
Dichlorid mit schwefelhaltigen Aminosduren zu reagieren. Die Migration von
Platin(ll)verbindungen zwischen Koordinationsstellen in Abh&ngigkeit vom pH-Wert wurde
von REeDIK et al. gezeigt. Er beobachtete die intramolekulare reversible Wanderung von

schwefelgebundenem [Pt(dien)(SAH)]** zu der Aminogruppe im S-Adenosyl-L-homocystein
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(SAH) [91]. In Ansatzen mit 1:1 Stochiometrie bildet sich bei einem pH < 7 nur
schwefelkoordiniertes Pt(Il) (ty, = 75 min). Sobald nach Erhéhung der Basenkonzentration
ein pH-Wert von groler 7 eingestellt wird, isomerisiert das Produkt schnell (t;, = 10 min)
zum aminokoordiniertem Komplex. Die Rickreaktion findet bei pH < 5 mit t;;, = 120 min
statt. Die beobachtete Migration lauft tiber den pentakoordinierten k*-S,N-Chelatkomplex am
Platin(ll). Adeninkoordinierte Produkte waren nicht zu beobachten, da die Affinitat am Pt(1l)
zu Guanin deutlich groRer ist. Die Studien mit S-Guanosyl-L-homocystein (SGH) zeigen bei
pH = 2 — 6,5 jedoch zuerst die kinetisch bevorzugte Bildung des schwefelkoordinierten
Produktes (t1» = 2 h) und dann die langsame Isomerisierung zum thermodynamisch stabileren
N7-Komplex (ti2 = 10 h) [92].

A
Zo wZ

NHZ

kj

OH OH
Abb. 3.8: Koordinationsstellen des Pt(dien)-Fragmentes an SAH (oben) und SGH (unten)

Weiterflhrend wurde das Nukleopeptid Met-d(TpG) (5’-O-methinate-N-ylcarbonylthymidine
2’-desoxyguanosin  monophosphate) mit  [Pt(dien)(H,0)]** umgesetzt, das keine
konkurrierenden NH, und COOH Gruppen fiir Koordinationen enthielt. Auch hier ist eine
intramolekulare Wanderung vom S zum N7 bei einem physiologischem pH = 7 nachgewiesen
[93].



3 Kenntnisstand

21

PUPLS:

/SW © N
CH, Y o

O—P—0

Q-7-0

OH

o l ]
{Nr/\NH
N N)\NHZ
0

Abb. 3.9:

Koordinationsstellen des Pt(dien)-Fragmentes an met-d(TpG)

REeDIK et al. konnten zum einen die Reversibilitat der Platin-Proteinbindung, als auch die

intermolekulare Migration von [Pt(dien)(GSMe)]** zum N7-koordiniertem 5’-GMP und

d(GpG)-Produkt beobachteten [94]. Es konnte immer nur eine Wanderung zum N7 des

Guanins festgestellt werden, da keine Produkte mit 5’-AMP nachgewiesen werden konnten.

Das [Pt(dien)(GS)]** reagierte aufgrund seiner stabilen Platin(I1)-Thiolbindung nicht weiter.
Im Falle einer Konkurrenz von [Pt(dien)(GSMe)]** mit GSH und 5’-GMP ab pH > 7 konnte

eine schnelle Substitution durch GSH gefunden werden, die zur Inhibierung des Platin(Il) und

dem Transport aus der Zelle fiihren konnte [27].
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Abb. 3.10: Reaktion von 5’-GMP mit [Pt(dien)(GSMe)]**
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In neusten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Schwefelatom von
[Pt(dien)(GSMe)]**  durch  synthetische Oligonukleotide ~wie d(ATATGCATAT),
d(ATTACCGGTAAT) oder d(ATCCTATTTTTTTTAGGAT) an N7 von Gunanin
substituiert werden kann [95]. Auch SADLER et al. vertffentlichten eine Reihe von Artikeln
zur Untersuchung der Pt(11)-Migration. Wird die Reaktion einer Mischung aus [Pt(dien)CI]" :
Methionin und 5’-GMP im Verhéltnis 1:2:2 bei pH = 2 verfolgt, so bildet sich wie erwartet
sehr schnell das [Pt(dien)(metH-kS)]**(t> = 2h). Nach mehr als 40 h wird jedoch Methionin
durch die Koordination von 5’-GMP wieder freigesetzt. Bei gleichen Umsetzungen mit
5’AMP anstelle von 5’-GMP sind nur 2,5% des 5’AMP nach 30 Tagen abreagiert [47]. Die
alleinige  Umsetzung von [Pt(dien)CI]* mit dem 14-mer Oligonukleotid 5’-
d(ATACATGGTACATA) und dem Oktamer 5’-d(ATACATGG) zeigte gleichschnelle
Platinierungen der 5°G- und 3’G-Basen im 14 mer, wogegen im Oktamer die Platinierung des
5°G gegeniuber dem 3’G um den Faktor 3 schneller ablief [96]. Das Konkurrenzverhalten von
Pt(I1) mit den Aminosduren Histidin und Methionin, die in den Zellen zur Verfligung stehen,
wurde bisher nur beildufig untersucht und konnte erst in letzter Zeit durch Studien unserer
Arbeitsgruppe naher geklart werden. WOLTERS konnte bei intramolekularer Konkurrenz der
beiden Aminoséuren feststellen, dass Histidin oder Histidinderivate nicht in der Lage sind ,
Methionin aus den gebildeten Pt(I1)-Komplexen zu verdrangen [97]. FROHLING konnte jedoch
die langsame intramolekulare Wanderung von [Pt(dien)(H,0)]** vom Schwefel zum Imidazol
N1 der Histidinseitenkette mit dem Dipeptid hismetH eindeutig nachweisen [98]. Bei pH-
Werten gréRer als 6 bildet sich zuerst die [Pt(dien)(hismetH-kS)]**-Spezies, die dann tber das
binukleare Zwischenprodukt 1kS:2kN1 zum [Pt(dien)(metH-kN1)]**-Komplex weiterreagiert.
Die schon veroffentlichten Untersuchungen dieser Arbeit, der Umsetzungen von
[Pt(dien)(H.0)]** mit achis(ala)smetNHPh, beweisen die eindeutige Existenz des binuklearen

Zwischenproduktes [99].
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3.5 Koordination von cis-[PtCl,(NHs;),] und [PtCl,(en)] mit
5’-GMP und Proteinen

Die Reaktion von Cisplatin mit Albumin spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle im
Metabolismus des Chemotherapeutikums. Uber 90% des nach der Injektion im Blutplasma
befindlichen Platins ist an Serum-Proteine (groRtenteils Albumin) gebunden [100]. Die
Arbeitsgruppe von SADLER konnte 1998 erstmals mit N und 'H-NMR-Spektren die
hauptsachliche Bindungsstelle an den Schwefel eines Methionins identifizieren, der danach
ein k*-S,N-Makrochelat bildet [101]. AuRerdem konnten sie sowohl monodentate cystein- als
auch methionin Koordination als Nebenprodukte nachweisen. Der starke trans-Effekt flihrte
zu einem vermutlich durch NHs-Verlust entstehenden Protein-cross-link-Addukt. In
weiterfiihrenden Reaktionen von Cisplatin mit human serum transferin (80 kDa) und der
rekombinaten  N-lobe (40 kDa) konnten Met256 und mit langsamerer
Platinierungsgeschwindigkeit Met499 als Koordinationsstellen im intakten Protein
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu bindet Cisplatin zur N-lobe des Proteins schneller
an Met313, das im intakten Protein innenliegend ist, als zum Met256. Der Chloridverlust am
Platin(ll) fiihrt danach zu einem ChelatringschluR mit der deprotonierten Amidbindung, die
im intakten Protein auch nach mehreren Tagen nicht zu beobachten war [102]. Die Dominanz
von Methionin gegenuber Cystein als wichtigste Koordinationsstelle konnte KEPPLER am
Beispiel des human serum albumins bestatigen [103]. Dieses 66 kDa Protein besteht aus einer
a-Helix-Kette. Die Koordinationsstelle ist das Met298, das auch einen k>-S,N-Chelat bildet,
aber als weitere Produkte werden k*-S,Njmigazo-Makrochelate mit His242 oder His247 der
Doméne Il vermutet. Diese Veroffentlichungen verdeutlichen die entscheidende Rolle von
Methionin und auch Histidin im Wirkungsmechanismus von Cisplatin. Das Ziel des
Chemotherapeutikums ist das Guanin N7 der DNA. SADLER et al. konnten 1992 NMR-
spektroskopisch das reagierende Hydrolyseprodukt [PtCI(NH3),(OH,)]", die monodentate
[Pt(GMP-N7)CI(NH3),]*-Spezies und das thermodynamisch stabile [Pt(GMP-N7),(NHs),]-
Endprodukt nachweisen [104]. In weiteren Untersuchungen konnte die Beschleunigung der
Platinierung von 5’-GMP durch Methionin gezeigt werden [105]. Hierbei bildet sich schnell
das Zwischenprodukt [Pt(metH-k-S,N)(NHs),]", das aufgrund des trans-Effektes nukleophile
Angriffe des 5’-GMP erleichtert und folglich das thermodynamisch stabile Hauptprodukt 9
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[Pt(metH-k%-S,N)(5’-GMP-kS)(NH3)]* charakterisiert werden konnte. Der vermutliche

Reaktionsweg von Cisplatin mit 5’-GMP in Anwesenheit von Methionin ist in Abb. 3.11 zu

sehen.
H,N\H/s> HaN.__ /(S)-L-HMeI H,N\m/s -GMP
s.aMP” N HNT s N7 s.amp
\ a \ 6
H3N\P‘/s> T S \P!/
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3 2 s
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' |
<S\P'/S> <N\P'/S> HJN\H/CI HJN\P(/Ci
Y s” N HNT e HNT OH,
4 1 7

Abb. 3.11: Mdglicher Reaktionweg von cis-[Pt(NH3),(Cly)] mit 5’-GMP

in Anwesenheit von Methionin

Interessanterweise konnte zudem nachgewiesen werden, dass sowohl 5’-GMP als auch GpG
in der Lage sind, den &uRerst stabilen k>-S,N-Chelatring des [Pt(en)(N-acmet-k*-S,N)(NH3)?*]*
zu 6ffnen, um den sehr stabilen [Pt(en)(N-acmet-kS)(5’-GMP-kN7)]" bzw. den [Pt(en)(N-
acmet-kS)(5’GpG-kN7)]*-Komplex zu bilden [106]. In wieweit diese Ringdffnung auch fir
Cisplatin mit acmetH gltig ist, werden zukiinftige Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe
zeigen. Die Substitution der beiden Schwefel im cis-[Pt(NH3).(GSMe),] durch 5’-GMP als
auch durch synthetische Oligonukleotide konnte genau wie im Falle des Pt(dien) von REEDIK
et al. bestatigt werden [94, 95].

Die Arbeitsgruppe von LINDNER bestimmte mittels Kapillarelektrophorese die
Halbwertszeiten (t;,) der Reaktionen von Cisplatin und [Pt(en)Cl;)] mit 5’-GMP. Die ty,-
Werte der zweifach Gunanin N7 koordinierten Endprodukte betragen mit Cisplatin 12 h und
mit [Pt(en)Cl,)] 7 h [107]. Neuste kinetische Studien zeigen jedoch eine Zunahme der
Reaktionszeit von 8 auf 12 h durch die Beteiligung von Methionin an der Umsetzung von
Cisplatin - mit 5’-GMP zur Bildung des cis-[Pt(NH3).(GMP-kKN7),]-Produktes bei
physiologischen Bedingungen ( [met] = 32 um). Bei Beteiligungen von Cystein ist t;, = 16 h
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und damit doppelt so lang. Fur den Fall der &quimolaren Umsetzung (Platin(ll) : Aminoséure)

ist die Reaktion mit Methionin nach 19 h und die mit Cystein erst nach 114 h beendet [108].

3.6  Pt(ll) und Pd(Il) induzierte hydrolytische Spaltung der Peptidbindung

In eine Vielzahl von biologischen Prozessen ist die Hydrolyse von Peptiden und Proteinen
vorhanden, jedoch ist von dem Mechanismus nur wenig bekannt. Verschiedene proteolytische
Enzyme werden fir die Spaltung der Peptidbindung eingesetzt [109], aber geringe
Variationsmdglichkeiten bei Temperatur und pH-Wert begrenzen deren Verwendung. KosTIC
et al. konnten zeigen, dass sowohl Palladium(ll), als auch Platin(ll)-Komplexe die
hydrolytische Spaltung von Peptiden bewirken. Die Metallfragmente kdnnen entweder durch
Bindung an den Schwefel in der Methioninseitenkette oder durch Koordination an Imidazol
N3 des Histidins nach einbeziehen der Carboxylatgruppe der jeweiligen Aminosaure zur
Bindungsspaltung fihren. Im Falle des Histidins als Ankergruppe kann die Reaktion ber
zwei Mechanismen verlaufen (Abb. 3.12). In der ersten Mdglichkeit wirkt Palladium(Il) als
Lewis-S&ure und bildet Gber Imidazol N3 und den Sauerstoff der Carboxylatgruppe einen
Chelatring aus. Die Wechselwirkung mit dem Sauerstoffatom polarisiert die Carbonylgruppe
und aktiviert das Kohlenstoffatom gegeniiber einem externen Angriff eines Wassermolekails.
Wenn das Wassermolekdl fiir die Hydrolyse der Amidbindung aus der Lésung kommt, spricht
man vom Mechanismus des externen Angriffs. Im zweite Mechanismus wird ein
Wasserligand an Palladium(ll) zum Kohlenstoff der Peptidbindung geliefert. Solange das
Wasser fir die Hydrolyse vom imidazolkoordiniertem Palladiumkomplex kommt liegt ein

interner Angriff vor.

\cH—sJcr:,:""f'H_—CHQCOZH \CH_C;{'

/ \_JOHZ

h b o G
(\N—Pa——— 5L N—Pd—
HNJ i HNJ l

external attack internal delivery

Abb. 3.12: Reaktionschema fur die Hydrolyse histidinhaltiger Peptide
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Eine weitere Moglichkeit ware ein kombinierter Mechanismus, indem das Pd(Il) die
Amidbindung durch Koordination am Carbonylsauerstoff aktiviert, als auch das
Wassermolekul fur diese Bindung zur Verfligung stellt.

Die bisherigen Ergebnisse von KosTic et al. zeigten fir die Reaktion von cis-[Pd
(H,0),(en)]** mit Peptiden des Typs MeCO-His-X (X = Gly, Ala, Leu, Ser, Thr, Tyr, Phe)
und fur acglyhisgly eine vollstdndige Hydrolyse der Peptidbindung an der C-terminalen Seite
von Histidin nach 24 h bei T = 60° C und 1,46 < pH* < 2,61 [110-112]. Die im Cytochrom C
auftretende Spaltung der Amidbindung zwischen Hisl8 und Thrl9 konnte anhand der
Modellverbindung achisala und accysmehisgly nachvollzogen werden. Der Pd(Il)-Komplex
unterstiitzt auch hier die selektive Spaltung der His-Ala und der His-Gly Peptidbindungen
[113]. Die Bestatigung fir den Mechanismus des internen Angriffs liefert ein
Vergleichsexperiment mit [PdCl4]* und [Pd(H,0),]** bei Reaktionen mit den Peptiden achis
und achisgly [114]. Wahrend bei beiden Palladium(Il)komplexen eine Spaltung der His-Gly
Bindung zu beobachten ist, lasst sich erstaunlicherweise die Acetylgruppe durch [Pd(H,0)4]**
abspalten. Zudem konnte KosTiC beweisen, dass die saure Ldsung nicht die Reaktion
katalysiert, sondern nur die Konzentration des reaktiven Komplexes reguliert [115].

Studien von DJURAN und MiLINKOVIC bestatigen das Nichtauftreten der hydrolytischen
Spaltung bei den C-terminal endstdndigen Histidineinheiten der Peptide alahis, acalahis,
serhis und achserhis mit Pd(ll) [116]. Sie konnten auf’erdem eine Koordination an Imidazol
N3 und der deprotonierten Aminogruppe des Histidins im Peptid MeCOglyhisgly nachwiesen,
die zur Stabilisierung der glyhis-Einheit fiihrt und so Abspaltungen der acetyl- und auch der
endstandigen glycyl-Gruppe zu beobachten waren [117]. Hydrolytische Peptidspaltungen
treten auch mit der Beteiligung der Methioninseitenkette auf. KosTic et al. postulierten den in
Abb. 3.13 dargestellten Mechanismus, der dem mit Histidinbeteiligung sehr dhnelt. Hierbei ist
die Ankergruppe nicht das Imidazol N3, sondern der Thioetherschwefel des Methionins. Die
Amidbindung wird auf der C-terminalen Seite des Methionins gespalten, aber durch die
Ausbildung eines 7-gliedrigen k>-S,N-Chelates kann eine Abspaltung verhindert werden. Die

Hydrolyse lauft hierbei sowohl mit Platin(ll), als auch Palladium(Il) ab.
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Abb. 3.13:

Reaktionschema fiir die Hydrolyse methioninhaltiger Peptide

KosTic konnte bei acmet-X Peptiden (X = gly, ala, val ser, leu, alaser, glygly) immer die

Spaltung der Met-X Bindung beobachten [118-124]. Sobald ein C-terminal endstandiges

Methionin vorhanden ist, findet eine Abspaltung der Acetylgruppe statt. Auch bei der

hydrolytischen Spaltung mit Methioninbeteiligung fungiert die saure Ldsung nicht als

Katalysator und je mehr H,O-Liganden am Metallzentrum vorhanden sind, umso schneller

verlauft die Hydrolyse.

Mit diesen beiden erlduterten Mechanismen lasst sich die in dieser Arbeit gefundene

Peptidbindungsspaltung nicht erklaren. Der vermutete Mechanismus ist in Kapitel 7.5 naher

erlautert.
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3.7 Chromatographische Untersuchungen

Reaktionsprodukte von Platin(ll)-Komplexen mit Aminosduren, Peptiden oder auch
Nukleotiden kénnen mit der reversed-phase — Hochleistungsflussigkeitschromatographie (RP-
HPLC) gqut isoliert und quantifiziert werden. Es existiert ein grofRer Umfang von
chromatographischen Trennverfahren, die zur Erforschung der Reaktion von Cisplatin und
seiner Analoga entwickelt wurde. Einen guten Uberblick der Vielfalt an madglichen
fliissigchromatographischen Techniken geben Ubersichtsartikel [57, 125, 126]. Die Reaktion
von Pt(I) mit Bioliganden finden meistens in wassriger Losung statt, da z. B. Plasma oder
Urin-Proben typische in vivo Bedingungen darstellen. Die zusétzlich noch gute Loslichkeit der
Verbindungen in Wasser spricht demnach fur wéssrige oder damit mischbare Eluenten als
mobile Phase. Somit ist die Umkehrphasenchromatographie die Methode der Wahl. Ein
Problem liegt jedoch darin, dass sich die RP-Chromatographie alleine nicht zur Trennung von
Pt(I1) Aminosaure oder Peptidkomplexen eignet, da keine ausreichende Wechselwirkung
zwischen den hydratisierten hydrophilen Probenmolekilen und der hydrophoben stationdren
Phase auftreten kann. Eine Mdglichkeit bietet die Methode der lonenunterdriickung. Hierbei
wird durch Pufferung des Eluenten bei einem geeigneten pH-Wert erreicht, dass die
Probensubstanzen als neutrale Spezies vorliegen und so auf der apolaren stationdren Phase
retardiert werden kdnnen. Es ist zu beachten, dass der Anwendungsbereich von modifiziertem
Silicagel im Bereich von 2,5 < pH < 7,5 liegt [127]. Die zwitterionischen Aminosauren und
Peptide kodnnen jedoch nicht durch Pufferung in eine ungeladene Form Uberfuhrt werden, da
immer eine funktionelle Gruppe in ionischer Form vorliegt. Kationenaustauscher kdnnten
alternativ verwendet werden, bieten aber eine zu geringe Trennleistung. Zur Reinigung
praparativer Produktgemische kann auch die Gel- oder GroRenauschluBchromatographie
dienen. Hierbei erlaubt eine definierte PorengrORe der stationdren Phase den kleinen
Molekdilen in die Poren einzudringen, wahrend groRe Molekile vom chromatographischem
Prozess ausgeschlossen werden [127].

Zur Losung des Retentionsproblems bietet sich die reversed-phase lonenpaarchromatographie
(RPIPC) an, die sowohl fir ungeladene, als auch fir geladene Stoffe eine hohe Trennleistung
besitzt. Durch Zugabe eines lonenpaarreagenzes (IPR) wird mit dem ionischen Probemolekill

ein nach auBen hin neutrales lonenpaar gebildet, dass die Retention ermdglicht.
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Im Augenblick stehen die folgenden drei Modelle des Retentionsmechanismus zur Diskussion
[128-130]. Bei dem ersten lonenpaarmodell bilden die im Eluenten vorhandenen
lonenpaarreagenzien mit dem entgegengesetzt geladenen Probemolekil ein nach auflen hin
neutrales lonenpaar, das von der hydrophoben stationdren Phase ausreichend retardiert wird.
Das zweite Modell nach dem Prinzip des dynamischen lonenaustauschers geht von der
Belegung der stationdren Phase mit dem lonenpaarreagenz aus, da das IPR mit seiner
unpolaren Alkylseitenkette eine Affinitat zu den Alkylketten der stationdren Phase hat. Die an
der stationdren Phase adsorbierten IPRs stehen somit in einem reversiblen Gleichgewicht mit
denen im Eluenten vorliegenden lonenpaarreagenzien, so dass die stationdre Phase insgesamt
zu einem dynamischen lonenaustauscher wird. Da diese zwei Modelle allerdings die
experimentellen Daten nur unzureichend beschreiben konnten, wurde der von BIDLINGMEYER

et al. entwickelte loneninteraktionsmechanismus publiziert. Hierbei wird von einer

elektrischen Doppelschicht aus adsorbiertem IPR in der ersten lonenschicht und einem
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Abb. 3.14: Modelle des lonenpaarmechanismus
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geeignetem Gegenion in der zweiten lonenschicht ausgegangen, wobei ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen adsorbiertem und im Eluenten vorhandenen lonenpaarreagenzien
vorliegt. Uber ein weiteres dynamische Gleichgewicht wird das Gegenion durch ein
Probemolekiil ausgetauscht. Dieses kann auf diese Weise an der stationdren Phase adsorbieren
und erféhrt somit Retention. Auf Grund des notwendigen Ladungsausgleichs muss an einer
anderen Stelle in der primdren lonenschicht ein weiteres IPR adsorbiert werden. Insgesamt
wird damit nicht unbedingt ein lonenpaar, sondern ein Paar von lonen adsorbiert. Zur
Trennung von Platin(ll)-Reaktionsprodukten mit Biomolekilen werden in der Literatur
verschiedene Madglichkeiten erwéhnt. Zur Aufreinigung eines Produktgemisches aus
Koordinationsisomeren des [PtCl(dien)]” mit 9-Ethylguanin verwendete REEDIK et al. den
Kationenaustauscher Sephadex C-25 [131]. Bose et al. trennten Pt(dien)-Komplexe aus
Konkurrenzreaktionen von Cystein und Glutathion mit 5’-GMP auf analytischen C18-S&ulen
und Phosphatpuffern (0,05 - 0,1 M, pH = 7) [55]. Eluenten mit Ammoniumacetat (0,1 M)
oder Natriumperchlorat (0,05 M) mit geringen Methanolkonzentrationen (0 - 5%) wurden von
LIpPPERT und ARPALAHTI fir die Reinheitskontrolle von Cisplatin auf modifiziertem C18-
Silikagel verwendet [132]. Zur chromatographischen Bestimmung von Cisplatin-
Hydrolyseprodukten und Reaktionsprodukten mit Plasma nutzten APPLETON et al.
Natriumdodecylsulfat (0,05 M) mit einem 3 % igem Methanoleluenten, der durch
Trifluoressigsdure auf pH = 2,5 eingestellt wurde auf einer C18-Sdule [133]. Die
Wechselwirkungen von Cisplatin mit der mobilen Phase konnten fur Acetonitril und Phosphat
nachgewiesen werden [41, 134, 135].

Komplexgemische von Aminosduren und Peptiden konnten mit verschiedenen
Metallfragmenten wie [Pt(dien)(H,0)]**, [Pt(en)(H20),]** und [Ru(n®-CsHg)(H-0)3]*" unter
Verwendung der RPIPC mit den Perfluorcarbonsduren Trifluoressigsaure (TFA),
Pentafluorpropionsaure (PFP) und Heptafluorbuttersdure (HFB) getrennt werden. Die semi-
praparative Isolierung von Fraktionen und die anschlieRende Charakterisierung ist aufgrund
der Eigenschaften der verwendeten IPRs gut mdéglich. Die lonenpaarreagenzien sind leicht
fliichtig, einfach anwendbar, besitzen keine stérenden 'H-NMR-Signale, haben eine
ausreichende UV-Transparenz und eine Konditionierung der Trennsdule ist in kurzer Zeit
maoglich. Durch Variation des IPRs, des Eluenten (MeOH, ACN oder THF) bei isokratischem

oder Gradientenbetrieb und der Sdulentemperatur sind optimale Trennbedingungen auf
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Nucleosil 100 C18 Phasen mdglich. Die Abb. 3.15 zeigt die Chromatogramme eines

Produktgemisches von [Pt(en)(H,0),]** mit glymetH unter VVerwendung der verschiedenen

Perfluorcarbonséuren als lonenpaarreagenz im Eluenten [136].
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Abb. 3.15:

a)
b)
c)

Chromatogramme fiir das [Pt(en)(H,0).]°* /glymetH-System (pH =3,9)

0,073 % TFA, 100 % Wasser
0,1 % PFP, 4 % Acetonitril
0,124 % HFB, 19 % Acetonitril
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4 Peptid- und Strukturdaten

4.1 'H-NMR spektroskopische Daten

Zur Veranschaulichung der in den folgenden Kapitel verwendeten Peptide sind deren

Strukturen mit Benennung der einzelnen Atomgruppen in Abb. 4.1 dargestellt. Die beiden

Tabellen zeigen die zugehorigen *H-NMR-Daten der unkoordinierten Peptide und dienen

als Vergleich zu den chemischen Verschiebungen der charakterisierten Komplex-

verbindungen.

Tab. 4.1: *H-NMR-Daten fir die eingesetzten Peptide

Signalzuordnung hisglymetH achisglymetH acmet(ala)smetH
H2 8.63s 8.62s
H5 7.42s 7.32s
Olhis 4.37 dd 4.48 dd
Bhis 3.42 dd 3.16 dd / 3.30 dd
Olmet 4.60 dd 4.68 dd 4.28 dd /4.42 dd
Brmet 1.94m/210m 200m/2.17m 1.99m/2.09m
Vimet 255m 255m 258 m
Omet 2.08s 2.10s 211s/212s
Olgly 3.98d/4.08 d 3.96s
Qala 431 m
Bata 1.40m
ac 2.00s 2.04s

pH*-Wert 2,0 3,2 10,1
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Abb. 4.1: Strukturen und Benennung der eingesetzten Peptide
a) hisglymetH d) achis(ala),metNHPh
b) achisglymetH e) achis(ala)smetNHPh

c) acmet(ala)smetH f) achis(ala)smetH
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Tab. 4.2: *H-NMR-Daten fiir die eingesetzten Peptide

Signalzuordnung | achis(ala),metNHPh | achis(ala)smetNHPh achis(ala)smetH
H2 8.54s 7.94s 8.63s
H5 7.29s 7.05s 7.32s
Olhis 4.65 dd 453 m 4.67m

Bhis 3.11dd/3.23dd 3.01dd/3.10dd 3.17dd/3.24dd
Olmet 4.58 dd 451 m 4.40 dd

Brmet 2.09m/2.19m 2.07m/2.17m 2.01m/2.13m
Vimet 2.61m 259 m 255m
Omet 212s 2.09s 2.09s
Oala 4.33m 4.27m 4.31 dd
Bala 141 m 1.36 m 1.39 m
ac 2.00s 1.96s 2.00s

Phenyl 724m/743m |7.18m/7.37m/7.56m
pH*-Wert 2,4 6,3 2,3

4.2 Die Struktur von Proteinen und Peptiden

Metallionen spielen bei der Mitbestimmung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen
ein wichtige Rolle. In Zinkfingerproteinen dient das Zink(ll)atom durch die Bindung an
zwei Cysteine und zwei Histidine der Stabilisierung der helicale Struktur [137]. Die

Stabilisierung von gefalteten gegeniiber ungefalteten Konformationen betragt

normalerweise nur die geringe Energie von 3 — 15 kcal/mol [138]. Mit dem de novo design
von Proteinen werden Metallionen genutzt, um die a-Helix der Sekundarstruktur
aufzubauen. Hiermit sollen erste Schritte in der Proteinbildung nachvollzogen und
peptidhaltige Therapeutika entwickelt werden. Durch Vereinigung unterschiedlicher
Metallionen  mit  verschiedenen  Peptideinheiten in  einem  hochselektiven
Selbstaggregationsprozel? gelang GHADIRI et al. erstmals das de novo design eines

heteronuklearen Metalloproteins [139]. Peptide mit einer Kettenldnge von weniger als 20
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Aminosauren konnen durch die Chelatbildung von zweiwertigen Ubergangsmetallionen
[Cd(I), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), Zn(1)] an zwei Histidinen oder Histidin und Cystein zum
Entstehen von 75 % a-Helixanteil in wassriger Losung fihren. Der Abstand zwischen den
zwei koordinierenden Seitenketten mu mind. 3 Aminosduren betragen, damit eine
Bindung zwischen der 1. und der 4. Position eintreten kann, um die Helix zu stabilisieren
[140]. Dies lasst sich anhand der Periodizitat der a-Helix von 3,6 Einheiten je Windung

erklaren.

AcNH
L\M
I CONH2 M

Abb. 4.2: Metall induziertes Knduel-Helix-Gleichgewicht eines Polypetides
L = Histidin oder Cystein / M = Metall

In Modellberechnungen konnte fiir die 1. Reihe der Ubergangsmetalle die Sekundarstruktur
von His-His Derivaten in Abhédngigkeit der Peptidkettenlange bestimmt werden. Fir den i,
i+2 Abstand der Histidinmmolekile ergab sich eine [-Faltblattstruktur, fur i, i+3 ein
reverse [3-turn und fir i, i+4 eine a-Helix-Sekundarstruktur. Diese Bedingungen gelten
auch, wenn der Schwefel als Koordinationsstelle bei der Chelatbildung beteiligt ist, wie

z.B. bei Cystein oder Cystein und Histidin enthaltenden Peptiden [141].

Tab. 4.3: Mdoglichkeiten der Metallchelatisierung am Bsp. von Histidylhistidinderivaten

Sequenz a-Helix [-Faltblatt Reverse 3 Turn

HH - - -

HXH - + -

HXoH - - +

HX3H ¥ - -

HX,H - - -
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Die Frage, inwieweit Aminosauren die Sekundarstruktur induzieren kénnen, wurde von
vielen Arbeitsgruppen untersucht und die Ergebnisse sind aufgrund der Vielzahl von
Abhangigkeiten und unterschiedlichen Bestimmungsmethoden h&ufig widersprichlich.
Ubereinstimmung herrscht in der a-Helix unterstiitzenden Wirkung der Aminosauren
Alanin und Methionin, die jedoch beide in der Peptidkette zu einer geringen
Wasserloslichkeit fihren. Alanin ist wegen der kleinen Seitenkette, die keine
Wechselwirkungen mit anderen Aminosédureeinheiten eingeht, als Helixbildner zu
bezeichnen. Den grofiten Destabilisierungeffekt besitzt Glycin. Die Abhangigkeit dieses
Effektes von der Position in der Peptidkette konnte durch Substitution von AlaH durch
GlyH-Einheiten nachgewiesen werden [142].

Zu einer Stabilisierung der Sekundérstruktur kénnen auch Ladungswechselwirkungen der
N-terminalen Amino und der C-terminalen Carboxylatgruppe fuhren. Des weiteren kann
eine Pseudo-Verlangerung des Peptides um 2 Einheiten durch die von Schutzgruppen auf
beiden Seiten entstehenden Peptidbindungen erreicht werden [143]. Die haufig vorhandene
Acetylgruppe auf N-terminaler Seite erhoht die Helixbildungswahrscheinlichkeit zusétzlich
[144].

Um eine Vorstellung der Molekilkonformation der in dieser Arbeit verwendeten
Pentapeptide achis(ala)smetNHPh und achis(ala)smetH in wassriger Losung zu gewinnen,
wurden  Kraftfeldberechnungen (MM3) mit dem Programm MACROMODEL
durchgefiihrt. Die nachoptimierte energetisch ginstigste Konformation wurde durch
Monte-Carlo Simulation des entsprechenden Peptides im Ldsungsmittel Wasser nach
10.000 Berechnungsschritten bestimmt. Das so bestimmte Energieminimum liegt fur das
Pentapeptid achis(ala)smetNHPh bei 163,75 kJ/mol und fur das achis(ala)smetH bei 194,61
kJ/mol. In den beiden folgenden Abbildungen 4.3 und 4.4 zeigen sich die so ermittelten

helixformigen Strukturen der Peptide.
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Abb. 4.3: Energiegunstigste Konformation des Pentapeptids achis(ala)smetNHPh

Abb. 4.4: Energiegunstigste Konformation des Pentapeptids achis(ala)smetH
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Die Absténde der Imidazolstickstoffe zu dem Thioetherschwefel in diesen Konformationen
sind noch kleiner als der S,Nme-Abstand der potentiellen Donoratome eines 6-gliedrigen
Chelatringes, obwohl die koordinierenden Seitenketten des Histidins und des Methionins
durch drei Alanineinheiten getrennt sind. Die experimentellen Ergebnisse bestatigen die
thermodynamisch bevorzugte Bildung der beiden imidazolkoordinierten Makrochelate im
Pt(en)**- achis(ala)smetNHPh-System. Sogar die favorisierte Bildung des k*S,N1 -
Chelates wird durch die berechneten Bindungsabstande verdeutlicht.

Der Unterschied zum achis(ala)smetH-Peptid ist durch den geringen Energieunterschied

und der damit verbundenen Drehbarkeit des Imidazolringes zu erklaren.

Tab. 4.4: Bindungsabstéande der potentiellen Donoratome
Koordinationsmodus achis(ala)smetH achis(ala)smetNHPh
k>-S,N1 4,75A 4,09A
K>-S,N3 3,88A 4,21 A
K%-S,Ninet 4,69A 4,66A

Da das Auskristallisieren von langerkettigen Peptiden in Anwesenheit von Pt(Il)-
Komplexen in den seltesten Fallen gelingt, wurde zur Bestimmung der Sekundéarstruktur
der Platinpeptidkomplexe die CD-Spektroskopie verwendet. Die Vergleichbarkeit
zwischen der Kristallstruktur und der aus den CD-Spektren ermittelten ist in der Regel sehr
gut [145]. Polypeptide mit einer a-Helixkonformation zeigen im fernen UV einen
komplexen Circulardichroismus mit drei charakteristischen Komponenten bei 193, 204 und
222 nm. Die pH-Werte der untersuchten Reaktionslésungen lagen im neutralen pH-
Bereich, da bei pH-Werten von 5 bis 7 ein maximaler Helixgehalt beobachtet werden kann.
Durch Temperaturerniedrigung von 20° C auf 4° C ist eine merkliche Zunahme an a-Helix
festzustellen. Die aufgenommenen CD-Spektren zeigen die Stabilisierung der a-Helix
durch die Platin(ll)koordination am Schwefel und Imidazol(N1) des achis(ala)s;metNHPh.
Der genaue a-Helix Anteil lasst sich mit den in der Literatur vorhandenen Formeln nicht
berechnen, da diese als Referenz Daten aus der Rontgenstrukturanalyse langerkettiger
Peptide oder Proteine verwenden. Das von der Firma Jasco mitgelieferte Programm, J-700

for Windows Secundary Structure Estimation, zur Berechnung der Helizitét liefert 65 %
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a-Helixkonformation, die durch einen Vergleich mit den CD-Spektren von FASMAN et al.

bestatigt werden kann [145].

alaz(Peptid)

Mol Eiip ' P
(aaa)k-S,N1

(alay)k-S,N1

(alag)k-S,N1

.'I_l'l_l_ 1 1 1 1 1 1
131 21 211 2l 240 | i ln] i i

W avelengthinm|

Abb.4.5:  CD-Spektren des Peptides im Vergleich zu den Metallpeptidkomplexen
alay;3 = achis(ala),smetNHPh; aaa = achis(ala)smetH
pH=55;¢c=35uM; T=20°C

Der gleiche k-S,N1 Koordinationsmodus zeigt beim Tetrapeptid achis(ala),metNHPh
keinen vergleichbaren Anteil an a-Helix. Diese Untersuchung bestatigt den von ARNOLD
gefundenen ginstigen i, i+4 Abstand zwischen den beiden koordinierenden Seitenketten
eines Peptides, der durch Chelatisierung zur Bildung einer a-Helix fihrt [141]. Der Pt(en)
k-S,N1 koordinierte achis(ala)smetH- und der zusétzlich untersuchte Pt(en) k-S,S’
acmet(ala)smetH-Komplex liegen beide in wassriger Losung offensichtlich nicht als a-
Helix vor. Die Erklarung hierfir liegt in der durch die NH-Phenyl-Schutzgruppe
verlangerte Peptidkette des achis(ala)smetNHPh begrindet.
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5  Reaktionen von [Pt(dien)(H,O)]**

5.1 Chromatographisches System

In dieser Arbeit wurde die reversed-phase lonenpaarchromatographie mit perfluorierten
Carbonsauren zur Trennung der Reaktionsgemische von [Pt(dien)(H.0)]**, [Pt(en)(H,0)]**
und cis-[PtCIly(NHs),] mit den Peptiden hisglymetH, achisglymetH, achis(ala),;smetNHPh,
achis(ala)smetH und acmet(ala)smetH eingesetzt. Die wasserloslichen Perfluorcarbonséuren
TFA, PFP und HFB eignen sich zur Trennung analytischer und semi-praparativer Ansétze,
weil sie zum einen UV-durchlassig und zum anderen im Olpumpenvakuum fliichtig sind [146,
136]. Da sich unterhalb eines Eluenten pH-Wertes von 2 die Alkylketten des Silkagels
abspalten, ist die maximale Konzentration an lonenpaarreagenz auf 10 mM beschrénkt, um
die Lebensdauer des Trennmaterials nicht zu drastisch zu senken. Aus Grinden der
Reproduzierbarkeit im Laboralltag hat sich die Volumenmenge von 0,1% PFP (9,52 mM) und
0,124% HFB (9,52 mM) der in der vorliegenden Arbeit verwendeten IPRs als gunstig
erwiesen.

Um optimale Trennbedingungen fir die unterschiedlichen Reaktionsgemische zu erhalten

wurden folgende Parameter in der angegeben Reihenfolge angepasst:

Tab. 5.1: Optimierungsparameter bei der RPIPC

variable Parameter Auswirkung auf
Art des lonenpaarreagenzes Elutionszeit und Selektivitét
Konzentration des Modifiers Elutionszeit und Selektivitat
Gradientenbetrieb Elutionszeit und Auflésung
Konzentration des IPRs Selektivitat und Elutionszeit
Art des Modifiers Selektivitat
Temperatur Selektivitat, Elutionszeit und Auflésung

Aus den Erfahrungswerten unserer Arbeitsgruppe beginnt ein typischer Optimierungsprozess
mit Pentafluorpropionsdure als IPR sowie einer hohen Methanolkonzentration (30%) als

Modifier, um samtliche Reaktionsprodukte zu detektieren. Durch Reduzierung des
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Methanolgehaltes werden die Trennbedingungen weiter verbessert. Falls die
Reaktionsprodukte noch nicht trennbar sind, wird das IPR gewechselt. Um Kkirzere
Retentionszeiten zu erhalten wird die IPR-Konzentration verringert, wodurch Komplexe mit
hoherer Ladung starker beeinflusst werden was zu einer Selektivitatsverbesserung fiihren kann
[57, 147]. Unter Nutzung der Gradientenelution lassen sich mit einer guten Auflésung sowohl
Komplexe die schnell, als auch Komplexe die langsamer eluieren voneinander trennen.
AuRerdem gewadhrleisten sie eine stabile Basislinie und sind einfacher zu optimieren, als
lineare Gradienten. Da das dynamische Gleichgewicht zwischen adsorbiertem und gelGstem
IPR von der Modifierkonzentration abhéngt, bewirkt eine Erhohung bei einem
Elutionswechsel eine partielle Desorption des lonenpaarreagenzes. Diese fuhrt aufgrund einer
UV-Absorption zu einem Storpeak und einer nachfolgenden Redquilibrierungszeit von

mehreren Minuten im Chromatogramm(vgl. Abb. 5.1).

60 Eluentenwechsel

1:1 (S,S)

40 | [NO ]

LISN )

207

[mVolt]
ja)

-40 1 S ‘Elqent‘env‘vechse‘l

0 10 20 30 40 50

Zeit [min]

Abb. 5.1: Chromatogramm eines 1:1 Ansatzes bei pH = 6,70 des Systems
[Pt(en)(H,0)]**/ achmet(ala)smetH; 18 — 30% MeOH; 0,1% PFP, T = 35° C
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Die Einstellung der konstanten Grundlinie l&sst sich durch Verringerung der IPR-
Konzentration und Erhéhung des Modifieranteils beschleunigen. Die Benetzung der
stationdren Phase mit dem Eluenten ist notwendig fiir die Adsorption des IPR und héangt vom
organischen Anteil des Losungsmittel ab. Falls die Methanolkonzentration unter 20% (v/v)
sinkt, ist keine vollstandige Benetzung gewéhrleistet und unterhalb von 10% MeOH fallen die
Oktadecylketten zusammen und ragen nicht mehr in die mobile Phase hinein [148]. Da sich
die Cig-Ketten ab 65% MeOH wieder vollstandig aufrichten, ist der tdgliche Spilvorgang
wichtig fir das Retentionsverhalten.

Bei allen in der vorliegenden Arbeit optimierten chromatographischen Systemen wurde
Methanol als Modfier verwendet, obwohl mit Acetonitril kleinere Peakhalbwartsbreiten und
bei geringeren Dricken bessere Auflésungen erzielt werden kénnen. Da Acetonitril jedoch
mit nicht umgesetztem [Pt(en)(H,0)]** und den Hydrolyseprodukten des cis-[PtCl,(NHs3),]
on-column-Reaktionen zu (MeCN-kN)- oder (MeCN-kN),-koordinierten Komplexen eingeht
und zur Peakverbreiterung und unerwunschten Reaktionsprodukten fiihren kann, wurde auf
Acetonitril als Modifier verzichtet [57, 149, 134].

Aufgrund der kinetischen Inertheit des Pt(ll) treten bei der chromatographischen Trennung
basischer Reaktionslésungen mit dem stark saurem Eluenten lediglich Protonierungen, aber
sonst keine wesentlichen Reaktionen der koordinativ abgesattigten Produkte ein.

Der Temperatureinfluss auf chromatographische Trennungen ist nicht zu unterschétzen. Die
Verwendung eines Sdulenthermostaten im Temperaturbereich zwischen 20° und 40° C kann
nicht nur fir konstante und reproduzierbare Bedingungen sorgen, sondern durch
Temperaturwahl lassen sich die Selektivitat, die Auflésung und das Retentionsverhalten eines
chromatographischen Systems mitbestimmen.

Samtliche chromatographischen Trennungen wurden mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1,0
ml-min™ und einer Detektionswellenlange von 220 nm durchgefiihrt. Die Reaktionslésungen
wurden mit einer Einwaagekonzentration von 0,8 mM, bezogen auf das Peptid angesetzt.
Danach wurden sie fir 3 Wochen bei 40° C inkubiert, chromatographiert und anschlieRend
die pH-Werte gemessen. Wéhrend der anschlielenden Lagerung bei 4° C im Kuhlschrank

andert sich die Speziesverteilung nur noch unwesentlich.
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5.2 Umsetzungen mit dem Pentapeptid achis(ala);metNHPh

Fir die Umsetzungen des Systems [Pt(dien)(H.0)]** / achis(ala)smetNhPh wurden
stochiometrische Ansatze im Verhdltnis 1:1 im Bereich von 3,1 bis 10,4 hergestellt. Die
chromatographische Trennung der Ansétze erfolgte isokratisch mit einem Eluenten bestehend
aus 38% MeOH und 0,1% PFP innerhalb von 50 min. Eine S&ulentemperatur von 20°C erwies
sich fur dieses System als optimal. Die in den ersten 10 min auftretenden Peaks wurden mit
geringerer Methanolkonzentration aufgetrennt und mittels UV-Spektren als Verunreinigungen
des Peptides identifiziert und in den weiteren Untersuchungen nicht berticksichtigt.

In Abb. 5.2 sind drei Chromatogramme der Reaktionslésungen dargestellt, die reprasentativ

fir die pH-abhéngige Produktverteilung sind.
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Abb. 5.2: Chromatogramme der 1:1 Ansatze des Systems [Pt(dien)H,0]** /
achis(ala)smetNHPh ; 38% MeOH; 0,1% PFP; 20°C
apH=31 b) pH =5,6 c)pH =87
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5.2.1 pH-abhangige Produktverteilung

Zur Erstellung der pH-abhangigen Produktverteilung wurden den analytischen
Reaktionslsungen (0,8 mM) mit 1:1 Stéchiometrie die entsprechenden Aquivalentanteile von
0,1 M Salpetersaure oder Natronlauge zugesetzt. Die Auftragung der chromatographisch
ermittelten Peakflachen nach einer Reaktionszeit von 21 Tagen gegen den zugehorigen pH-
Wert der Reaktionslésung ergibt die pH-abhéngigen Produktverteilungskurven. Die Reaktion
ist zwar nach 3 Wochen noch nicht vollstandig abgeschlossen, da sich die Peakflachen aber in
wenigen Tagen bei einer Lagerungstemperatur von 4° C nur unwesentlich andern sind
Wiederholungsmessungen zur Vergleichbarkeit moglich.

Die Untersuchungen mit dem monodentat bindenden [Pt(dien)(H,0)]**- Fragment sollen zur
Klérung der bevorzugten Koordinationsstellen dienen und die mdoglichen Reaktionswege
verdeutlichen.

Die pH-abhangigen Produktverteilungskurven des Systems [Pt(dien)(H,0)]** /
achis(ala)smetNHPh sind in Abb. 5.3 zu sehen.

30
—— Pep(S=0)
= ——1:1(S)
S 20 -
g ——2:1 (N1,S)
3 —=— Peptid
o
1:1 (N1)

H
o
!

T - T T T
3 4 5 6 7 8 9 10
pH-Wert

Abb. 5.3: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(HZO)]2+/
achis(ala)smetNHPh (1:1)
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Im sauren pH-Bereich um pH = 3 dominiert die schwefelkoordinierte Spezies
[{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-kS]**, die bis zu einem pH-Wert von 5,4 das Hauptprodukt
darstellt und ab pH > 7 nur noch mit einer geringen Peakflache als Nebenprodukt detektierbar
ist. Der Thioetherschwefel ist somit nur im Sauren, wenn der Imidazolring protoniert vorliegt,
die bevorzugte Koordinationsstelle. Der pK,-Wert fiir die erste Imidazolprotonierung der
Aminosdure Histidin liegt bei pK, = 6,0 [150]. Die Peakflache des Imidazol-N1 koordiniertem
Produktes steigt mit gleichzeitiger Abnahme des schwefelkoordiniertem Komplexes an und ist
ab einem pH-Wert von 5,7 als Hauptprodukt mit einem Maximum bei pH = 7 zu detektieren
und nimmt dann langsam wieder ab.

Ab pH-Werten groler als 10 findet keine Peptidkoordination mehr statt. Die Bildung von
Platinhydroxospezies ist im stark Basischem h&ufig zu beobachten. An dem Schnittpunkt der
Kurven der kS und kN1 koordinierten Produkte bei pH = 5,6 ist die Peakflache des 2:1
Produktes [{Pt(dien)}.achis(ala)smetNHPh-1kN1:2kS]*" maximal. Uber den gesamten pH-
Bereich ist in geringen Konzentrationen das am Schwefel oxidierte Peptid zu finden, das aus
der Verunreinigung des eingesetzten Peptides resultiert. Da diese Spezies jedoch 40 mal
langsamer als das eingesetzte Peptid mit Pt(ll) reagiert, beinflusst es die Reaktion nicht.

Ein Imidazol-N3 koordinierter Komplex ist in der Produktverteilung nicht zu finden.

5.2.2 Kinetische Untersuchungen

Der zeitabhangige Reaktionsverlauf wurde sowohl bei einem pH-Wert von 5,1, als auch bei
einem pH-Wert von 8,0, jeweils mit eigens dafiir angesetzten Losungen chromatographisch
verfolgt. Diese wurden Uber den gesamten Zeitraum bei 40°C im Trockenschrank aufbewahrt.
Auf eine zeitabhangige Untersuchung im stark sauren pH-Bereich wurde verzichtet, weil dort
sofort der unter diesen Bedingungen thermodynamisch stabile schwefelkoordinierte Komplex
entstent. Im Basischen bei pH = 8,0 wird innerhalo der ersten 5 Stunden die
schwefelkoordinierte Spezies rasch gebildet. Nach 24 Stunden nimmt allerdings die
Peakflache zugunsten des kN1-koordinierten Produktes ab, was durch den gleichzeitig steilen
Peakanstieg des [{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-kN1]** verdeutlicht wird. In diesem
Zeitraum nimmt auch die Peakflache des [{Pt(dien)}.achis(ala)smetNHPh-1kN1:2kS]*" zu
und erreicht nach 100 Stunden ein Maximum. Der Riickgang der 2:1 Spezies findet mit einer

gleichzeitigen Zunahme des KN1-Produktes statt.
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Abb. 5.4: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(HgO)]2+/
achis(ala)smetNHPh (1:1); pH = 8,0
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Abb. 5.5: Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems [Pt(dien)H,0]** /

achis(ala)smetNHPh ; 38% MeOH; 0,1% PFP; 20°C; t = Reaktionszeit
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Da zu diesem Zeitpunkt der kS-Komplex nur noch in geringen Konzentrationen vorhanden
ist, beruht hier der Reaktionsmechanismus offensichtlich auf einer indirekten Migration des
[Pt(dien)(H,0)]**-Fragmentes vom Schwefel zum Imidazol N1 intramolekular tber die
1kKN1:2kS-koordinierte 2:1 Spezies.

Die in Abb. 5.6 dargestellte lineare zeitabhangige Produktverteilung lasst allerdings auf zwei
zeitgleiche Reaktionswege schlielen, um den thermodynamisch bevorzugten Imidazol N1

Komplex zu bilden.
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Abb. 5.6: Lineare zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(HZO)]2+/
achis(ala)smetNHPh (1:1); pH =8,0

In beiden Fallen findet zuerst eine schnell Schwefelkoordination statt (Schritt a in Abb. 5.7),
die von einer langsamen direkten intramolekularen Migration (Schritt b) zur
Histidinseitenkette gefolgt ist. Alternativ kann die Koordination eines zweiten
[Pt(dien)(H,0)]**-Fragmentes (Schritt c) tber den 2:1 p-N1,S Komplex, mit darauffolgender
Spaltung (Schritt d) der instabileren Pt-S Bindung zum kN1 Endprodukt fiihren.
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[Pt(dien)]”" + [Peptid] —2— [KS]

e b c| +[Pt(dien)]**
;
d
N1 = _
[KN1] Prien]” [-N1, S]

Abb. 5.7:  Reaktionsweg der Bildung des Imidazol kN1-koordiniertem
[Pt(dien)]*" Komplexes

Unter Annahme einer Kinetik 1. Ordnung fir die beiden Schritte b und d ergibt sich folgende
Gleichung:

d[kN1] _
dt

Kp - [KS] + Kg - [U-N1, S] .. (1)

Durch umstellen ergibt sich daraus:

dikNl] 1 [L-N1S]

it ks] R T

.. (2)

Die Konzentrationen der Spezies in Gleichung 2 wurden mit Hilfe der Peakflachen der
getrennten Produkte bei einer Detektionswellenlange von 220 nm und des mit einem kleinsten
Quadratsummenverfahrens berechneten molaren Absorptionskoeffizienten mit den Daten Uber
den gesamten pH-Bereich bestimmt. Aus der Auftragung nach einer Kinetik 1. Ordnung ergibt
sich eine Gerade mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,934 (Abb. 5.8). Die bestimmten

Geschwindigkeitskonstanten liegen bei Werten von k, = 2.0-10°s™ und kq = 1.4-10%™.



5  Reaktionen von [Pt(dien)(H,0)]** 49

‘©
—
.)<
S
— 3-
-6 -1

< K, =2.0:10 s
o ] 6 -1
= 2 . ky=1410 s
=
; 1 I I I

0.0 0.5 1.0 15

[L-S,N1]/[kS]

Abb. 5.8: Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten der Bildung von kN1 tber

die Reaktionsschritte b und d (26,5 h <t <309,8 h)

Die zweite kinetische Untersuchung erfolgte mit einer Losung bei einem pH-Wert von 5,1.
Hier tberwiegt der deutlich verlangsamte direkte Reaktionsweg von S zu N1 (Schritt b) im

Gegensatz zur Kinetik bei pH = 8,0.
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Abb. 5.9: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(HgO)]2+/
achis(ala)smetNHPh (1:1); pH =5,1
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Die Konzentration der 2:1 Spezies bleibt nach 500 Stunden konstant, wahrend das kN1
Produkt zugunsten des kS Produktes gebildet wird. Die Reaktion ist nach einer

Inkubationszeit von 1000 Stunden bei 40° C noch nicht beendet.
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‘;; 20{ Peptid
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Abb.5.10:  Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems [Pt(dien)H,0]°* /
achis(ala)smetNHPh ; 38% MeOH; 0,1% PFP; 20°C; t = Reaktionszeit
pH=5,1 a)t=1,67h b)t=149h c) t=461h
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5.3 Charakterisierung der Komplexe

Die Charakterisierung der in dieser Arbeit beschriebenen Pt(I1)-Peptidkomplexe erfolgte
durch spektroskopische Untersuchung semi-préparativ. mit der RPIP-Chromatographie
isolierter Verbindungen. Die Koordinationsstellen wurden mit multinuklearer NMR-
Spektroskopie (*H, **°Pt, °N) bestimmt. Sowohl FAB- als auch ESI-massenspektroskopische
Untersuchungen dienten zur Feststellung der Stochiometrie und Molmasse der Komplexe.
Zum Vergleich identischer Koordinationsmodi am Platin mit verschiedenen Peptiden wurden
bei gestopptem Fluss UV-Spektren mit Hilfe des UV-Detektors des Chromatographen
registriert. Die Reinheit aller zur Charakterisierung verwendeten NMR-Proben wurde vor und
nach den Messungen chromatographisch tGberprift, um Zerfall oder Umlagerung der Produkte
auszuschlieBen. Die Zuordnung der *H-NMR-Signale der jeweiligen Protonen beruht bei fast
allen Verbindungen auf der Auswertung zweidimensionaler *H'H-COSY-NMR-Spektren.

Als aussagekraftige *H-NMR-Resonanzen gegeniiber den benachbarten Donoratomen dienen
die Methylgruppe des Methionins und die Imidazolprotonen H2 und H5 des Histidins. Das
Singulett der S-CH3 Thioethergruppe wird im Falle einer Koordination von ca. 2,1 ppm zu 2,5
ppm hin verschoben. Zur Bestimmung des Koordinationsmodus der Histidinseitenkette kann
nicht nur die chemische Verschiebung dienen, sondern auch die Auswertung der
heteronuklearen Kopplung zwischen **°Pt und *H bei niedrigen Feldstarken (80 MHz) genutzt
werden. Durch skalare Kopplung wird ein der natlrlichen Haufigkeit von 33% entsprechender
Teil eines Signals im 'H-NMR zu einem Dublett aufgespalten, wahrend 66% der
Signalintensitat unveréndert bleiben. Die Grosse der Kopplungskonstante ist abhéngig von der
Anzahl der Atome zwischen denen wo die Kopplung auftritt. Eine N1-Koordination liegt vor,
wenn beide Kopplungskonstanten von H2 und H5 gleichgroR sind (ca. 18-22 Hz). Im Falle
einer N3-Koordination ergeben sich unterschiedliche Entfernungen und somit verschiedene
Kopplungskonstanten. Die *J(***Pt-'H) Kopplungskonstante an H2 bleibt gleich (18 - 20 Hz),
wahrend die “J(***Pt-'H) Kopplungskonstante von H5 sich auf 8 Hz verringert [151, 97, 152,
153]. Um zweifelsfrei die koordinierten Donoratome am Platinzentrum zu belegen werden
19pt_NMR-Spektren aufgenommen, die eine genaue Aussage Uber Art und Anzahl der
bindenden Atome liefern. Als Indiz fir die Beteiligung der terminalen Amino- oder

Carboxylatgruppe kann die Verschiebung der a-Protonen gegentiber der Resonanz des freien
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Peptides dienen. Im Falle einer Sauerstoffkoordination verschiebt sich die Resonanz des
benachbarten a-CH zu tiefen Feld, wahrend die a-Protonen nahe der Aminogruppe durch
Koordination zu htherem Feld verschoben werden.

Die Charakterisierung der drei Reaktionshauptprodukte des Systems [Pt(dien)(H.0)]*" /
achis(ala)smetNHPh erfolgte durch die Untersuchung der semi-praparativ getrennten
Produkte. Das im sauren pH-Bereich dominierende Produkt der 1:1 Verteilung ist die
monodentate schwefelkoordinierte [{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-kS]**-Spezies.

Durch den deutlich Tieffeldshift der Methylprotonen der Thioetherfunktion um +0,45 ppm
gegenuber den Resonanzen des freien Peptides wird dieses belegt. Die als weitere
Koordinationsstelle in betracht kommenden Imidazolstickstoffe N1 und N3 der
Histidinseitenkette bleiben unkoordiniert. Im *H-NMR-Spektrum des kS-Komplexes zeigen
beide H2 und H5 Protonen mit einer Verschiebung von 8,60 ppm und 7,29 ppm die gleiche
Verschiebung wie das unkoordiniertem Peptid bei einem pH*-Wert von 1,2. Die Zuordnung

aller weiteren Protonen erfolgte mittels zweidimensionaler *H-H-COSY-Spektren.

| N

L I O )
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(Ppm)

Abb. 5.11: *H-NMR-Spektrum von [{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-kS]>* (400 MHz)
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Im 19°Pt-Spektrum weist ein Peak mit einer Verschiebung von —3385 ppm eindeutig auf die
N3S-Umgebung des Pt(Il) hin, die durch die drei Stickstoffe des dien-Liganden und das
Schwefelatom des Peptides erzeugt wird. Als vergleichbare chemische Verschiebung mit
tridentaten Liganden wird von Reebuk et al. fiir den schwefelkoordinierten Pt(dien)-
Komplex mit GSMe ein Wert von —-3358 ppm angegeben [91]. WOLTERS konnte fir
[{Pt(dien)} hisglymet-kS]** und FrROHLING fiir [{Pt(dien)} hismet-kS]** die chemischen
Verschiebungen von —3385 ppm und —3378 ppm ermitteln [73, 71].

Auch die massenspektrometrische Analyse unterstitzt den Befund einer monomolekularen
Koordination mit einem Molekulionenpeak bei m/z = 913 (100%) und den beiden
Fragmentierungsprodukten [1:1-NHPh]" m/z = 819 (21%) und [1:1-achis]* m/z = 777 (7%).
Die im basischen pH-Bereich der Produktverteilung dominierende Imidazol N1 koordinierte
Komplexverbindung reagierte aufgrund des sauren pH-Wertes nach der semi-praparativen
Trennung teilweise zum kS Produkt und lie} sich aus dem Vergleich der beiden Spektren
charakterisieren. Das [Pt(dien)(H,0)]**-Fragment ist in diesem Fall nicht iiber den Schwefel
gebunden, da die Methylgruppe der Thioetherseitenkette keine Verschiebung (& = 2,12)
aufweist. Eine Koordination einer der Imidazolstickstoffe ist deutlich an dem starken
Hochfeldshift um —0,75 ppm fur H2 und -0,42 ppm fur H5 zu erkennen.

Die genaue Koordinationsstelle im Imidazolring wurde durch Aufnahme eines 80 MHz-NMR-
Spektrums festgestellt. In Tabelle 5.2 sind u.a. die 2J(***Pt-'H) Kopplungskonstanten fiir den
Komplex [{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-kN1]** zu finden. Da beide Kopplungskonstanten
18 Hz betragen liegt eine N1 Koordination vor. Die noch verbleibende Signal-
gruppenzuordnung erfolgte durch ein *H*H-COSY-Spektrum.

Die chemische Verschiebung im '*°Pt-Spektrum von -2867 ppm entspricht einer N,-
Umgebung. Dieser Wert korreliert sehr gut mit dem von APPELTON et al. angegebenen
Bereich von —2800 bis -2900 ppm. Ahnliche Werte fand FROHLING fiir die KN1 koordinierten
Komplexe der Reaktion von [Pt(dien)(H,0)]** mit den Dipeptiden cyclo-hismet, hismet und
methis bei ca. —2860 ppm [71]. Die 1:1 Stéchiometrie des Komplexes wird durch den

Molekdlionenpeak bei einer Masse von m/z = 913 bestatigt.
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Tab. 5.2: Chemische Verschiebungen der Pt(dien)H,0]** / achis(ala)smetNHPh
Komplexe
Signalzuordnung KS KN1 1kS:2kN1

H2 7.85(s) 7.87(5)

3(*H-*°pt) 8.80(:) 18 Hz 19 Hz
H5 6.87(s) 6.87(s)

3(*H-*°pt) 7.296) 18 Hz 19 Hz
Ohis 4.64(m) 4.56(m) 4.54(m)
Bris 3.10, 3.24(dd) 3.04, 3.12(m) 3.10, 3.24(m)
Olmet 4.7(m) 4.6(m) 4.69(m)
Brmet 2.30, 2.46(m) 2.27,2.41(m) 2.31, 2.45(m)
Vimet 2.87,2.98(m) 2.61, 2.68(m) 2.87,2.97(m)
Ormet 2.55(s) 2.12(s) 2.55(s)
Oala 4.3(m) 4.3(m) 4.3(m)
Baa 1.4(m) 1.41(m) 1.42(m)
Ac 1.99(s) 1.98(s) 1.97(s)

Phenyl 7.29,7.44,7.45(3m) | 7.29,7.44,7.44(3m) | 7.29, 7.44,7.45(3m)

Dien 28-34 28-34 28-34
9pt -3385 -2867 -2869, -3386

pH*-Wert 1.2 1.5 1.8

Das binukleare [{Pt(dien)},achis(ala)smetNHPh-1kN1:2kS]* Produkt konnte auch durch die

semi-préparative Trennung in ausreichender Reinheit zur vollstdndigen Charakterisierung

erhalten werden. Im *H-NMR-Spektrum ist eine deutliche Verschiebung der Methylprotonen

der Thioethergruppe von +0,45 ppm zu tiefen Feld zu sehen, die durch eine Koordination des

[Pt(dien)(H.0)]** an den Schwefel der Methioninseitenkette zu erklaren ist.

Die Imidazolsignale von H2 bei 7,87 ppm und H5 bei 6,87 ppm stimmen mit denen des

mononuklearen kN1 Komplexes genau uberein und legen die Vermutung einer NI1-

Koordination nahe. Diese kann erwartungsgemal mit einem 80 MHz-NMR-Spektrum und der

Kopplungskonstanten von 3J(***Pt-'H) = 19 Hz bestatigt werden.
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Das in Abb. 5.12 dargestellte **Pt-Spektrum zeigt zwei Signale bei —2869 ppm und —3386
ppm und bestétigt den binuklearen Koordinationsmodus. Samtliche NMR-spektroskopischen

Daten sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst dargestellt.

(ppm)
Abb.5.12:  *Pt-NMR-Spektrum von [{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-1kN1:2kS]**
(400 MHz)

Im FAB-Massenspektrum ist sowohl der 2:1 Molekilionenpeak bei m/z = 1210 (100%) und
die Fragmentierung zum 1:1 Komplex mit einer Masse von m/z = 913 (50%), als auch die
Adduktbildung mit der in der semi-préparativ verwendeten Pentafluorpropionséure zu
[2:1+1PFP]" m/z = 1373 (18%) und [2:1+2PFP]" m/z = 1537 (15%) zu sehen.

Die Strukturen der drei charakterisierten Reaktionsprodukte sind in Abb. 5.13 dargestelit.
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Abb. 5.13:  Strukturen von a) [{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-kS]**

b) [{Pt(dien)}achis(ala)smetNHPh-kN1]**
¢) [{Pt(dien)},achis(ala)smetNHPh-1kN1:2kS]**
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5.4 Diskussion

Vergleich der Reaktionen von [Pt(dien)(H,O)]** mit den Peptiden hismetH, hisglymetH
und achis(ala);metNHPh

In diesem Abschnitt werden die Reaktionen des [Pt(dien)(H,0)]**-Fragmentes mit histidin-
und methioninhaltigen Peptiden unterschiedlicher Kettenldnge betrachtet. Es werden sowohl
das von FROHLING untersuchte Dipeptid hismetH, als auch die von WOLTERS beschriebenen
Reaktionen mit dem Tripeptid hisglymetH, den Ergebnissen des Pentapeptids
achis(ala)smetNHPh aus dieser Arbeit gegenubergestellt [71, 73].

Eine vergleichende Betrachtung der drei pH-abh&ngigen Verteilungskurven im
stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 verdeutlicht die groRe Ubereinstimmung in den

einzelnen Produktkurven.
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=1:1(S)
- Peptid
+-2:1 (N1,S)
11 (N1)
*1:1 (N3)

pH

Abb.5.14: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(H,0)]** / hismetH; (1:1)

Im stark sauren pH-Bereich bei pH-Werten um 3 bildet sich nur die schwefelkoordinierte
Spezies, die bis zu einem pH-Wert von 5,5 dominiert und ab pH > 7 nur noch in geringen

Mengen detektiert werden kann. Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen von SADLER et. al.,
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der als einziges stabiles Reaktionsprodukt von [Pt(dien)CI]* mit der Aminosaure Methionin
bei pH =3 die schwefelkoordinierte Spezies beschreibt [154]. Die Produktverteilungskurven
der schwefelkoordinierten Spezies zeigen aber auch Unterschiede im Verlauf. Im System
[Pt(dien)(H.0)]** / hismetH bleibt die Konzentration bis pH = 5, im System mit
achis(ala)smetNHPh bis zu einem pH-Wert von 4 konstant, wahrend im [Pt(dien)(H,0)]* /
hisglymetH — System die Konzentration des k-S-Produktes mit steigendem pH-Wert linear
abnimmt. Die kK-N1-koordinierten Komplexe steigen oberhalb von pH = 4 auf die maximale
Peakflache, die bei einem pH-Wert von 7 bis 8 erreicht wird, an. Der Anstieg erfolgt im
[Pt(dien)(H,0)]** / hismetH —System erst bei pH = 5. Ab pH > 8 konnte FROHLING im
Reaktionssystem des Dipeptides hismetH eine leichte Abnahme der k-N1-Spezies und ab pH
> 10 wieder eine Zunahme feststellen [98]. Im Reaktionssystem des Tripeptides hisglymetH
bei WOLTERs zeigte sich dagegen eine kontinuierliche Abnahme und eine parallel dazu
verlaufende Zunahme des Peptides und der Platinhydroxospezies. In dem in dieser Arbeit
untersuchten Pentapeptid achis(ala)smetNHPh ist eine vollstdndige Abnahme der K-N1-

Spezies bis pH = 10,5 und damit verbunden eine Zunahme des Ausgangspeptides zu finden.
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Abb. 5.15: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(H,0)]** / hisglymetH,
(1:1)
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Die Schnittpunkte der kK-S und k-N1-koordinierten Spezies sind bei den Systemen
[Pt(dien)(H.0)]** mit den langerkettigen Peptiden hisglymetH und achis(ala)smetNHPh bei
pH = 5,5 zu finden, wéhrend dieser fiir das System mit hismet um eine halbe pH-Einheit
hoher bei pH = 6,0 liegt. An dieser Stelle lassen sich auch die Peakmaxima der
2:1(1kS:2kN1) Produkte ermitteln. Diese 2:1 Spezies kann im System des Pentapeptides in
signifikant groReren Mengen im Gegensatz zu den anderen beiden Peptiden nachgewiesen

werden. In allen drei pH-Verteilungskurven wird die Uberraschend starke Bevorzugung k-N1-

koordinierten Spezies gegenuber der K-N3-koordinierten Verbindung deutlich.

Tab. 5.3: N3:N1 — Isomerenverhéltnis der monodentat koordinierten Histidinverbindungen

Verbindung N1: N3 pH-Wert
Pt(dien)(hismetH) 50:1 7,6
Pt(dien)(hisglymetH) 5:1 7,6

Im [Pt(dien)(H20)]** / achis(ala)smetNHPh-System konnte der k-N3-koordinierte Komplex

nicht detektiert werden und verdeutlicht somit die Bevorzugung des k-N1-koordinierten

Produktes.
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Abb.5.16:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(H,0)]*" / hismetH:;

pH = 6,52
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Bei den kinetischen Untersuchungen des Reaktionsverlaufes (pH = 7) der drei Systeme
stimmen interessanterweise nur die [Pt(dien)(H,0)]** / hismetH und hisglymetH Systeme
nahezu vollstandig Uberein. Sowohl der schnelle Anstieg der schwefelkoordinierten Spezies,
als auch die nach 10 Stunden einsetzende Migration vom Schwefel zum Imidazol N1 ist
annadhernd identisch. Nach 200 Stunden veréndern sich die Peakflachen nur noch
unwesentlich, sodass von einem thermodynamischen Gleichgewicht ausgegangen werden
kann. Im Gegensatz hierzu verdeutlicht die zeitabhéngige Produktverteilung des Pentapeptides
achis(ala)smetNHPh mit dem Maximum des Zwischenproduktes nach 100 Stunden und dem
thermodynamisch stabilen k-N1- Endprodukt nach 1000 Stunden den in Abb. 5.7
dargestellten Reaktionsweg tber den 2:1 Komplex. Aus kinetischen Untersuchungen bei pH =
5 Uberwiegt der zweite Reaktionsweg und zwar direkt von S zum N1 der Histidinseitenkette
[99].
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S 40 - —=1:1 (N1)
- —a—1:1 (N3)
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Abb.5.17:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(HZO)]2+/
hisglymet (1:1); pH = 7,98

WOLTERS und SADLER et. al. haben gezeigt, dass an [Pt(dien)(H,0)]** gebundenes Methionin
unabhéngig von pH-Wert, Reaktionszeit und Stochiometrie nicht durch Histidin oder N-
Acetyhistidin substituiert werden kann [47, 97]. In Abb. 5.18 ist die pH-abhangige

Produktverteilung der intermolekularen Konkurrenzreaktion von Histidin und Methionin um
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die Koordination am [Pt(dien)(H-0)]** gezeigt. In diesem Fall ist die Bindung der
Aminogruppe des Methionins anstelle der Thioetherfunktion an Pt(ll) bei hohen pH-Werten
zu beobachten. Die Histidinseitenkette spielt bei der Komplexbildung nur eine Nebenrolle,
obwohl in intramolekularen Konkurrenzreaktionen die Préaferenz des Platins fur den
Imidazolringes anstelle der NH,-Gruppe festgestellt wurde. Dies ist demnach ein Beweis fir
die Bevorzugung von intramolekularen Reaktionswegen wie der S — N1(Imidazol) Migration

uber den 2:1(1kS:2kN1) Komplex.

120
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100 73 —x— Met
o 80 - .
E —o— His (N3)
% 60 - —e— Met (S)
o -
40 —=— His (N1)
20 1 —o— Met (N)
0 -
3

Abb. 5.18:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(HgO)]2+/
hisH / metH (1:1:1)

Das Koordinationsverhalten von [Pt(dien)(H20)]** gegeniiber den Di-, Tri- und Pentapeptiden
hismetH, hisglymetH und achis(ala)smetNHPh ist somit im Wesentlichen gleich.

Die intramolekulare Migration von der kinetisch bevorzugten Methioninseitenkette zum
thermodynmisch stabileren Imidazol N1-Produkt spielt unabhdngig von der Kettenlange bei
methionin- und histidinhaltigen Peptiden die Hauptrolle, auch wenn die Seitenketten durch
eine unterschiedliche Zahl von Aminosdureresten voneinander getrennt sind. Bei der
Wanderung des [Pt(dien)(H.0)]**-Fragmentes tritt eine eindeutige Bevorzugung des Imidazol

N1 gegenliber dem Imidazol N3 Stickstoff auf.
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6 Reaktionen von [Pt(en)(H,0),]**

6.1 Umsetzungen mit dem Tetrapeptid achis(ala),metNHPh

[Pt(en)(H20),]** wurde mit achis(ala),metNHPh im stéchiometrischen Verhaltnis von 1:1 bei
pH = 2,8 bis 10,4 umgesetzt. Die chromatographischen Trennungen konnten isokratisch mit
einem Eluenten bestehend aus 30% MeOH und 0,1% PFP bei einer Temperatur von 25° C
innerhalb von 70 min durchgefiihrt werden. Die in den ersten 10 min auftretenden Peaks
wurden mit einer niedrigen Methanolkonzentration aufgetrennt und anhand von bei
gestopptem Fluss aufgenommenen UV-Spektren als Verunreinigungen aus dem Peptid
bestimmt, da sie deutlich unterschiedliche UV-Absorptionen gegentiber den Platin-Peptid-
Komplexen aufwiesen. Die Beispielchromatogramme in der nachfolgenden Abb. 6.1

verdeutlichen die Elutionsreihenfolge der entstandenen Produkte.
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Abb. 6.1: Chromatogramme der 1:1 Ansatze des Systems [Pt(en)(H,0),]°* /
achis(ala),metNHPh ; 30% MeOH; 0,1% PFP; 25°C
a) pH = 3,03 b) pH=7,12 c) pH = 9,66
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6.1.1 pH-abhangige Produktverteilung

Die aquimolare Umsetzung von [Pt(en)(H,0),]** mit achis(ala),metNHPh fiihrt zu den zwei

uber den gesamten pH-Bereich vorhandenen K-S,Nimidazoi-koOrdinierten Hauptprodukten und
zur Bildung von drei Nebenprodukten. Die k-S,N1-Spezies dominiert die pH-Verteilung ab
pH > 3 bis pH = 8,8 und besitzt zwischen pH = 3 und pH = 7 ihre maximale Peakfl&che. Die
Konzentration des parallel verlaufenden k-S,N3-Komplex ist in diesem Bereich nur
halbsogross. Im Basischen ab pH > 9 dominiert jedoch diese Spezies und nimmt dann ab pH-
Werten grofer als 10 langsam ab. Die beiden in geringen Konzentrationen vorhandenen
Nebenprodukte NP2 und NP3 bilden sich ab pH = 8 und durchlaufen ihr Maximum bei pH =
10. Das im Sauren ab pH < 6 entstehende NP1 liegt zwischen pH = 3 und 5 in konstant

geringer Konzentration vor.

25
20 - ——NP1
—4—1:1 (S,N3)
(3}
Es 15 —%— NP2
= —— NP3
& 10 -
1:1 (S,N1)
5 - —&— Peptid
0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH-Wert
Abb. 6.2: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H20)2]2+/

achis(ala),metNHPh (1:1); Reaktionszeit t = 3 Wochen
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6.1.2 Kinetische Untersuchungen

Fur die zeitabhangige Untersuchung wurden zwei Ansdtze mit 1:1 Stéchiometrie im sauren
Medium bei pH = 3,65 und im Neutralen bei pH = 6,82 betrachtet. Im Sauren bildet sich
sofort der «k*-S,Ny-Komplex, der nach 2 h sein Maximum durchlauft und dann langsam
abnimmt und nach einer Woche nicht mehr detektierbar ist. Aus diesem Vorlauferprodukt
entstehen parallel nach einer Reaktionszeit von 30 min die beiden k%S,Nimigazo-koOrdinierten
Hauptprodukte. Diese erreichen schon nach 48 h ihre maximale Konzentration und sind nach
1000 h noch stabil. Das Nebenprodukt NP1 ist zu Reaktionsbeginn und im gesamten Verlauf
in gleichbleibender Konzentration vorhanden. Es kénnte sich hierbei vielleicht um das bei der
Peptidsynthese entstandene reaktionstrdage am Schwefelatom oxidierte Peptid oder einen
damit reagierten Platinkomplex handeln.

In der zeitlichen Peakflachenverteilung bei pH = 6,82 erfolgte die Reaktion deutlich schneller.
Das k°-S,Ny-Vorlauferprodukt besitzt ein kleineres Maximum nach 30 min und ist schon nach
4 h nicht mehr detektierbar. Die beiden K-S,Nimigazoi-Produkte bilden sich wvon
Reaktionsbeginn an und erreichen nach 24 h eine von diesem Zeitpunkt an gleichbleibende

Konzentrationsmenge.

20
15 1 —— NP1
£ —o— 1:1(S,Ny)
(O
a 1:1 (S,N1)
5 —=&— Peptid
0
0,1 1 10 100 1000
Zeit [h]

Abb. 6.3: Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H,0),]°* /
achis(ala),metNHPh (1:1); pH = 3,65
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Abb. 6.4: Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems [Pt(en)(H,0),]** /
achis(ala),metNHPh ; 30% MeOH; 0,1% PFP; 25°C; t = Reaktionszeit
pH=365 a)t=05h b)t=8,42h c)t=14575h
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Abb. 6.5: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H,0),]*"/

achis(ala),metNHPh (1:1); pH = 6,82
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6.2 Umsetzungen mit dem Pentapeptid achis(ala)smetNHPh

Die Optimierung des Systems [Pt(en)(H,0),]** mit dem Pentapeptid achis(ala)smetNHPh
gelang unter &hnlichen Bedingungen wie im System des Tetrapeptides. Als geeignet erwies
sich eine 38 % ige MeOH-Konzentration mit 0,1 % PFP als lonenpaarreagenz bei einer
Saulentemperatur von 20° C. Die chromatographische Trennung erfolgte so innerhalb von 40
min. Fir die semi-prdparative Trennung wurde aufgrund des durch die hohe
Methanolkonzentration entstehenden hohen Druckes TFA als lonenpaarreagenz gewahlt.
Hierdurch ist bei einer Temperatur von 25° C nur ein 25% ige MeOH-Konzentration
erforderlich, um sdmtliche Produkte aufzutrennen.

Das Chromatogramm dieser semi-préaparativen Trennung ist in Abb. 6.6 zu sehen.

] 1:1 S.NI

]

Abb. 6.6: Chromatogramm der semi-praparativen Trennung des Systems
[Pt(en)(H-0),]** / achis(ala)smetNHPh ; 25% MeOH; 0,073% TFA; 25°C;
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Um die Reinheit der nach der Trennung erhaltenen Produktfraktionen zu Uberprifen, werden
diese mit dem gleichen Eluenten chromatographiert. Die in Abb. 6.7 gezeigten
Chromatogramme verdeutlichen die hohe Reinheit und Stabilitat der drei charakterisierten

Spezies.

a) 100 ]
80 ]
60 ] PepS=0

40
20 A J \

b) 100
80 1:1 (S,N3)

60 ]
40 ]
20 ]
e P————— ——

¢) 100
80
60
40
20

0 10 20 30 40
Zeit [min]

[mVolt]

[mVolt]

1:1 (S,N1)

[mVolt]

Abb. 6.7: Chromatogramme der drei semi-praparativ getrennten Fraktionen des Systems
[Pt(en)(H.0),]%* / achis(ala)smetNHPh ; 25% MeOH; 0,073% TFA; 25°C;
a) oxidiertes Peptid b) k*-S,N3-Produkt ¢) k%-S,N1-Produkt

6.2.1 pH-abhéangige Produktverteilung

Die pH-abhangige Produktverteilung von [Pt(en)(H20),]** mit achis(ala)smetNHPh zeigt viel
Ahnlichkeit mit der des achis(ala),metNHPh-Systems. Die durch eine weitere Alanineinheit
vergroRerte Entfernung zwischen den beiden Aminosauren Histidin und Methionin fuhrt zu
einer noch deutlicheren Bevorzugung des k-S,N1-Produktes. Es ist Uber den gesamten pH-
Bereich mit einem konstanten Maximum zwischen pH = 4 und 9 als Hauptprodukt zu finden.

Der Verlauf des k-S,N3-Komplexes ist parallel zu dem des k-S,N1-Produktes. Es wird jedoch
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nur 30% der Peakflache des k-S,N1-Produktes erreicht und ab pH > 10 ist es nur noch in
geringer Menge nachweisbar. Uber den gesamten pH-Bereich sind als Nebenprodukte das

oxidierte Peptid, als auch der ab pH > 7 entstehende k-S,Ny-Vorlauferkomplex vorhanden.

20
—— PepS=0
o 15 P
f% —o— 1:1 (S,Ny)
§ 10 | ——1:1 (S,N3)
o 1:1 (S,N1)
—— Peptid

3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH-Wert

Abb. 6.8: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H20)2]2+/
achis(ala)smetNHPh (1:1)

6.2.2 Kinetische Untersuchungen

Der zeitliche Ablauf der Komplexbildung des Reaktionssystems aus [Pt(en)(H»0),]** und
achis(ala)smetNHPh mit 1:1 Stéchiometrie wurde anhand der beiden im Sauren bei pH = 3,39
und im Neutralen bei pH = 6,95 ausgewahlten Reaktionsldsungen untersucht. Die
Veranderung der Peakflachen im sauren pH-Bereich zeigt die schnelle Bildung des k-S,Ny-
Vorléaufers, der sein Maximum nach 3 h durchl&uft und nach 100 h volistandig zu den beiden
K-S,Nimigazoi-Endprodukten abreagiert ist. Diese bilden sich von Reaktionsbeginn an und
erreichen schon nach 48 h ihre maximale Konzentration und bleiben konstant. Die Peakflache
des oxidierten Peptides nimmt nach 3 h leicht zu und durchlduft sein Maximum nach 12 h und

ist ab einer Reaktionszeit von 3 Tagen nur noch in geringen Mengen detektierbar.
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Abb. 6.9:

Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H,0),]°* /
achis(ala)smetNHPh (1:1); pH = 3,39
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Abb. 6.10:

Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems [Pt(en)(H.0).]** /
achis(ala)smetNHPh ; 38% MeOH; 0,1% PFP; 20°C; t = Reaktionszeit
pH=339 a)t=0,6h b)t=24,65h c)t=165,65h
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Im Neutralen entstehen die beiden k-S,Nmigazoi-koordinierten Produkte schneller und erreichen
nach 6 h den stabilen Endzustand. Der k-S,Ny-Vorlaufer wird nur noch in geringen Mengen
gebildet und ist nach 24 h vollstandig weiterreagiert. Das oxidierte Peptid ist Uber den

gesamten Kinetikverlauf in gleichbleibend geringer Konzentration detektierbar.

20

15 A ——PepS=0
@ —o— 1:1 (S,Nw)
(&]

g 10 - ——1:1 (S,N3)
$ 1:1 (S,N1)
5 - —=— Peptid

0
0,1 1 10 100 1000
Zeit [h]

Abb. 6.11:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H.0).]** /
achis(ala)smetNHPh (1:1); pH = 6,95
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6.3 Umsetzungen mit dem Pentapeptid achis(ala);metH

Das System [Pt(en)(H.0).]** / achis(ala)smetH wurde schon von WOLTERS mit
Trifluoressigséure als lonenpaarreagenz und einem Stufengradienten von 5 — 20% MeOH bei
einer Temperatur von 20° C optimiert [73]. Die in der Dissertation von WOLTERS fehlenden

kinetischen Untersuchungen wurden in dieser Arbeit erstellt.

6.3.1 pH-abhangige Produktverteilung

In diesem System ist das Peptid im Gegensatz zum achis(ala)smetNHPh-System nicht an der
Carboxylatfunktion durch eine sterisch anspruchsvolle NH-Phenylgruppe geschitzt. Dieses
fihrt im Sauren ab pH < 4 zur Bildung des vermutlich k-S,0-Chelates und im Sauren ab pH
< 3,5 und im Basischen ab pH > 6,5 zu dem sechsgliedrigen «°-S,Ny-Hauptprodukt. Die
beiden k%*S,N1 und k*S,N3 imidazolkoordinierten Makrochelate dominieren wie in der
vorhergehenden pH-Verteilung im Bereich von pH = 3,4 bis 6,5. Die von WOLTERS
untersuchten Reaktionslésungen der pH-Verteilung wurden im Gegensatz zu denen in dieser

Arbeit eine Woche langer, also 4 Wochen bei 40° C getempert.

100 -

80 1 —1:1(5,0) ?
§ 50 | —o—1:1 (S,Ny)
i 1:1 (S,N1)
& 40 - %%q ——1:1 (S,N3)

—=— Peptid
pH-Wert
Abb. 6.12:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(HZO)2]2+/

achis(ala)smetH (1:1)
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6.3.2 Kinetische Untersuchungen

Die zeitabhangige Produktverteilung mit einer 1:1 Stochiometrie bei pH = 4,00 zeigt zuerst
die Bildung des vermuteten k*-S,0-Vorlaufers, der dann zum k*S,Ny-Chelat weiterreagiert.
Dieser durchlauft nach 10 h sein Maximum und nimmt dann mit der parallelen Entstehung der
beiden k*S,N1-und k>-S,N3-Komplexe ab. Nach einer Reaktionszeit von mehr als 1000 h
sind die beiden thermodynamisch stabilen Imidazol-Makrochelate als Hauptprodukte zu
finden. Das in der pH-Verteilung nicht vorhandene Nebenprodukt NP1 bildet sich mit
geringer Konzentration sofort und erreicht sein Maximum nach 3 h und nimmt ab dann

kontinuierlich ab.

50
40 - —1:1(S,0)?
—o— 1:1 (S,Ny)
£ 30 1
S —a—1:1 (S,N1)
£
§ 20 1:1 (S,N3)
—*— NP1
10 1 —8— Peptid
0
0,1 1 10 100 1000 10000
Zeit [h]

Abb. 6.13:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H.0),]** /
achis(ala)smetH (1:1); pH = 4,00

Im neutralen pH-Bereich bei pH = 7,08 bildet sich ebenfalls der k>-S,0-Vorlaufer und reagiert
innerhalb von 8 h zum k%S,Ny-Produkt, das von diesem Zeitpunkt an schon in konstant
maximaler Menge als Hauptprodukt vorliegt. Auch SADLER konnte den «-S,0-Vorlaufer und
das k%-S,Ny-Produkt in der Reaktion von [Pt(en)(NOs),] mit Methionin nachweisen [106].
Das aufgrund der geringen Konzentration nicht charakterisierte NP1 tritt als Zwischenprodukt
auf. Als Nebenprodukte bilden sich von Beginn an langsam die beiden imidazolkoordinierten

Komplexe.
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Abb. 6.14:  Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems [Pt(en)(H,0),]°* /
achis(ala)smetH ; 5 - 20% MeOH; 0,073% TFA; 25°C; t = Reaktionszeit
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30 1 —1:1(5,0)?
P —o—1:1 (S,Ny)
8 20 - ——1:1 (S,N1)
g 1:1 (S,N3)
(a8
10 | —*—NP1
| —— Peptid
0
0,1 1 10 100 1000
Zeit [n]

Abb. 6.15:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H.0),]** /
achis(ala)smetH (1:1); pH = 7,08
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Abb. 6.16:  Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems [Pt(en)(H,0),]°* /

achis(ala)smetH ; 5 - 20% MeOH; 0,073% TFA; 25°C; t = Reaktionszeit
pH=7,08 a)t=0,58h b)t=22,42h c)t=502,25h
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6.4 Umsetzungen mit dem Pentapeptid acmet(ala);metH

Das System [Pt(en)(H,0).]** / acmet(ala)smetH wurde im stochiometrischen Ansatzverhaltnis
von 1:1 im pH-Bereich von 2,7 bis 10,5 chromatographisch untersucht. Die Trennung erfolgte
innerhalb von 45 min mit einem Stufengradienten von 18 — 30% MeOH und 0,1% PFP. Eine
Saulentemperatur von 35° C erwies sich fur dieses System als vorteilhaft.

In der nachfolgenden Abb. 6.17 sind drei Chromatogramme gezeigt, die die pH-abhangige
Produktverteilung représentieren. Als problematisch erwies sich die semi-préparative
Trennung des k-S,Ny-Komplexes, der sich aufgrund des sauren pH-Wertes zu dem im Sauren
stabilen k-S,S-Produkt umlagerte. Die Spezies konnte jedoch durch Erststellen eines
praparativen Ansatzes im Basischen und der ohne Trennung erfolgten Einrotierung

charakterisiert werden.

a) 1 1:1(S,S

100 7 (5:5)

;‘;60; /L .

izoJLﬁ . _ )~ Pé ptlfi

by

1007 1:1(S.9)

= 60" 1:1 (SN ) :

o

Chas LS,IN Peptid

EZO_‘MJ N ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : ; : ‘/\‘

¢

100 7

E60j . .

S Pt(hydroxo) LELEN,) Peptid

ERI3 I VO S SR, W S NS
0 10 20 30 40

Zeit [min]

Abb.6.17:  Chromatogramme der 1:1 Ansatze des Systems [Pt(en)(H,0),]°" /
acmet(ala)smetH ; 18 - 30% MeOH; 0,1% PFP; 35°C
a) pH = 2,66 b) pH = 6,70 c) pH =9,89
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6.4.1 pH-abhéangige Produktverteilung

Bei der Reaktion von [Pt(en)(H20),]** mit dem sowohl N- als auch C-terminal Methionin
enthaltenden acmet(ala)smetH konnten nur 2 Produkte detektiert werden. Die k>-S,S’-
koordinierte Spezies ist von pH = 2,5 bis pH = 55 bei konstanter Peakflache das
Hauptprodukt. Ab diesem pH-Wert bildet sich das «°-S,Ny-Chelat und durchlauft bei pH =
7,5 sein Maximum und nimmt dann bis pH = 10 etwas ab. Das k*-S,S’-Produkt kann ab pH =
8 nur noch in geringen Konzentrationsmengen detektiert werden. In diesem System konnte ab

pH > 5,5 nach ca. 50 h die dimere Pt-hydroxo-Spezies gefunden werden.

50
40
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Abb. 6.18:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H20)2]2+/

acmet(ala)smetH (1:1)

6.4.2 Kinetische Untersuchungen

Da aus der pH-abhdngigen Verteilungskurve bei pH-Werten im sauren Bereich nur eine
Reaktion zum k%S,S’-Produkt zu erwarten ist, wurde eine zeitabhangige Untersuchung nur im
Basischen bei pH = 9,49 erstellt. Selbst bei diesem pH-Wert bildet sich die x-S,S’-Spezies
und erreicht nach 24 h ihr Maximum, nimmt dann kontinuierlich ab und ist nach 1000 h nicht

mehr detektierbar. Aus diesem Komplex bildet sich das «-S,Ny-Produkt und ist nach einer



6 Reaktionen von [Pt(en)(H»0),]** 7

Woche als Hauptprodukt vorhanden. Seine maximale Konzentration erreicht es nach einer
Reaktionszeit von 1000 h. Parallel zu diesem Komplex entsteht in deutlich geringerer

Konzentration die Pt-hydroxo-Spezies.

20 -
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Abb. 6.19:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H.0),]** /
acmet(ala)smetH (1:1); pH = 9,49
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Abb. 6.20:  Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems [Pt(en)(H,0),]°* /

acmet(ala)smetH ; 18 - 30% MeOH; 0,1% PFP; 35°C; t = Reaktionszeit

pH=7,08 a)t=025h

b)t=49,0h c)t=1178h
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6.5 Charakterisierung der Komplexe

6.5.1 Das System [Pt(en)(H,0),]**/ achis(ala).metNHPh

Bei den Umsetzungen von [Pt(en)(H.0),]** mit achis(ala),metNHPh entstehen zwei
mononukleare Hauptprodukte. Durch FAB-massenspektrometrische Untersuchungen konnte
deren 1:1 Stéchiometrie eindeutig nachgewiesen werden. Der zuerst eluierende k%SN3
Makrochelat zeigt einen M* Peak bei m/z = 799, zudem tritt das Addukt als [M+HFB]" sowie
noch der Verlust des Ethylendiammins bei einer Masse von m/z = 740 auf. Im *H-NMR-
Spektrum deutet ein Hochfeldshift der Imidazolprotonen H2 und H5 mit den dazugehérigen
charakteristischen **J(***Pt-'H)- Kopplungskonstanten aus einem 80 MHz-NMR-Spektrum
von 19 Hz fur H2 und 9 Hz fir das H5 Imidazolproton auf die N3-Koordination hin, die im
Einklang mit Literaturwerten steht [150, 153]. Die Verschiebung der &-Protonen der
Thioethergruppe des Methionins um +0,16 ppm zu tiefem Feld bestatigt die

Schwefelkoordination.

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)

Abb. 6.21:  'H-NMR-Spektrum von [{Pt(en)} achis(ala),metNHPh-k?S,N3]** (400 MHz)
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Auch das *°Pt-Spektrum beweist mit einer chemischen Verschiebung von —3216 ppm die

N3S-Umgebung am Platin [87].

a) HNPh b) HNPh
| |
(|3H3 o CH o c o] ?Hg o CH o c o]
O=C-NH- CH C NH- CH C NH- CH O=C—-NH-CH- C NH- CH C NH- CH
2 H | 2 H
(C?H2 EHZ CH EHz
2 2
HN/ \CH | s/
AN
\ / S\ /C\ / CH,
HC=—=N / CH HC N Pt\
\ Pt : \ / H N/ NH
. 3 3
H3N/ NH; HN CH
Abb. 6.22:  Strukturen von a) [{Pt(en)} achis(ala),metNHPh-«*S,N1]**

b) [{Pt(en)} achis(ala),metNHPh-«*S,N3]**

Das zweite Hauptprodukt ist ebenfalls S,Nimigazoi-koordiniert. Die 1:1 Stochiometrie wird
durch das Molekulion mit der Masse m/z = 800 und den gleichen Fragmentierungen wie beim
k>S,N3 Komplex klar nachgewiesen. Der deutliche Tieffeldshift der & Thioetherprotonen um
+0,46 ppm und der Hochfeldshift der Imidazolprotonen betatigen den vermuteten k*S,N1
Koordinationsmodus. Aus einem bei niedriger Feldstirke aufgenommenen ‘H-NMR-
Spektrum konnten aufgrund der Signalverbreiterungen der Phenylprotonen keine **J(**°Pt-
'H)- Kopplungskonstanten bestimmt werden. Da die H2 und H5-Resonanzen jedoch
gegentiber des k>-S,N3 Produktes zu hoherem Feld verschoben sind, ist die N1-Koordination
bewiesen [74]. Die N3S-Umgebung am Platinzentrum konnte mit einem Verschiebungswert

von —3184 ppm im ***Pt-NMR-Spektrum bestatigt werden.

Tab. 6.1: FAB-MS Daten der [Pt(en)(H,0),]*" / achis(ala),metNHPh Komplexe

2 2
. K°S,N1 K“S,N3
Signalzuordnung m/z (rel. Anteil) m/z (rel. Anteil)
[1:1]° 800 (1) 799 (1)
[1:1+HFB]" 964 (0,08) 963 (0,07)
[1:1-en]” 740 (0,15) 740 (0,22)
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Das Verhaltnis der k*S,Nmigazo-Koordinationsmodi in der pH-Verteilung steht mit denen von
Wolters im achis(gly).metH- und achis(ala)smetH-System im Einklang [73]. Es zeigt sich
immer die bevorzugte Bildung des «*S,N1 Komplexes. Die in allen *H-NMR-Spektren
zwischen 55 und 5,8 ppm befindlichen Signale sind auf die NH-Protonen der

Ethylendiamingruppe zurtickzufiihren [155].

Tab. 6.2: Verschiebungswerte der [Pt(en)(H.0),]?* / achis(ala),metNHPh Produkte

Signalzuordnung k?S,N1 K?S,N3
H2 8.07(s)
(- o 10 Hz
H5 7.16(3)
4J(1H_195Pt) 713(8) 9 Hyz
Ohis 4.70(m) 4.61(m)
Bhis 3.66, 3.09(m) 3.10(m)
Olmet 4.65(m) 4.79(m)
Brne 2.37, 2.28(m) 2.37, 2.29(m)
Vinet 3.25, 3.00(m) 3.10, 2.80(m)
Binet 2.59(s) 2.29()
Olala 4.31, 4.20(m) 4.20(m)
Bata 1.46, 1.35(m) 1.40, 1.31(m)
Ph 7.44, 7.30(m) 7.44, 7.30(m)
ac 2.06(s) 2.01(s)
en 2.82 2.81
9pt -3184 -3216
pH*-Wert 1.8 1.5




6 Reaktionen von [Pt(en)(H»0),]** 82

6.5.2 Das System [Pt(en)(H,0),]**/ achis(ala),metNHPh

Die Verlangerung des Peptides achis(ala),metNHPh durch ein Alanin zwischen den
Aminosauren Histidin und Methionin zum Pentapeptid achis(ala)smetNHPh fuhrt zu einer
sehr ahnlichen Produktverteilung mit der gleichen Dominanz der beiden k>-S,Nimigazol-
Produkte. Deren 1:1 Stochiometrie konnte anhand des M* Peaks bei m/z = 870 im FAB-
Massenspektrum bestimmt werden. Des weiteren sind die Molekilionenaddukte mit Natrium,
Natrium und HFB und die Abspaltung der Ethylendiammingruppe zu beobachten. Das ber
den gesamten pH-Bereich vorhandene zuerst eluierende Produkt ist k>-S,N3 koordiniert. Wie
zu erwarten ist, sind die &Wasserstoffatome dieses Komplexes um +0,22 ppm zu tiefem Feld
verschoben und das 80 MHz-NMR-Spektrum weist die Bindung des Platins an N3 mit den
$4)(*%°Pt-'H)- Kopplungskonstanten von 16 Hz fiir H2 und 9 Hz fiir H5 zweifelsfrei nach. Das
19pt_NMR-Spektrum bestatigt die N3S-Umgebung des Platins mit einer chemischen
Verschiebung von -3236 ppm.

b N

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)

Abb. 6.23:  'H-NMR-Spektrum von [{Pt(en)} achis(ala)smetNHPh-«k°S,N1]** (400 MHz)
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Genau wie das k>-S,N3 Produkt, gelang es ebenso den «>-S,N1 koordinierten Komplex mit
guter Reinheit semi-praparativ zu trennen. Die Verbreiterung aller Signale im *H-NMR-
Spektrum ist auf das 19 gliedrige makrozyklische Ringsystem zurlckzufiihren. Die
Schwefelkoordination ist durch den Tieffeldshift von +0,17 ppm der Thioethergruppe
bewiesen und das 80 MHz-NMR-Spektrum in Abb. 6.24 verdeutlicht die NI1-
Imidazolkoordination mit einer J(***Pt-'H)- Kopplungskonstanten von 22 Hz. Die Signallage
im 1%°Pt-NMR-Spektrum bei 3221 ppm sichert die N3S-Umgebung ab.

H2

H5
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82 81 80 79 78 77 76 75 174 713 712 71 70 69
(Ppm)

Abb. 6.24:  H-NMR-Spektrum von [{Pt(en)} achis(ala)smetNHPh-«k*S,N1]**
(80 MHz) (Ausschnitt)

Die in der pH-Verteilung und in den zeitabh&ngigen Untersuchungen mit einer Retentionszeit
von ca. 10 min auftretende Spezies konnte mittels einer semi-préparativen Trennung als das
am Schwefelatom des Methionins oxidierte Peptid charakterisiert werden. Die Resonanzlagen
im H-NMR-Spektrum sind identisch mit denen des eingesetzten Peptides, bis auf die

auBergewohnlich stark bis nach 2,73 ppm zu tiefem Feld verschobenen &-Protonen. Dieser
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Verschiebungswert stimmte mit dem zur Vergleichbarkeit durch H,O, oxidierten des
Methionins von 2,75 ppm gut tberein. Den endgultigen Beweis liefert das Massenspektrum
mit einem Molekilionenpeak bei m/z = 633 und der charakteristischen Fragmentierung zu
m/z = 569 durch den Verlust von S-OH-CHj3 [156]. In der Literatur ist die Oxidation des
Schwefels der Methioninseitenkette durch geringe Konzentrationen an H,O, héaufig zu finden
[157-159]. Die Reaktion solcher Sulfoxide mit Platin(Il)verbindungen ist im Gegensatz zu

Methionin um den Faktor ca. 40 verlangsamt [160].

TT \ TT T T T T T TT \ TTT T T T 11T \ TTTr T Tr1rroT \ TT T T T T T T1T \ TT T T T T 1717 \ TT T T T T T TT \ TT T T T T 11T \ TTTT T T 11T \ TT T T T T 11T \ TT T T T T T TT
2600 2700 2800  -2000  -3000  -3100  -3200  -3300  -3400  -3500
(ppm)

Abb. 6.25:  %°Pt-NMR-Spektrum von [{Pt(en)} achis(ala)smetNHPh-«?S,N1]%* (400 MHz)
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a) HNPh b) HNph
CH, ?{ CH, o} c 0 CH, ﬁ{ CH, 0} C O
O=C—NH—CH—C NH-CH—CNH- CH 0=C—-NH-CH - & NH-CH-C o NH- CH
HN \ | ? | S/ ?
A N/ N HC/C\N Pt/
™~ P’\/ o \ // H N/ \NH
HN'  NH, HN—CH % ;
Abb. 6.26:  Strukturen von a) [{Pt(en)} achis(ala)smetNHPh-«*S,N1]**
b) [{Pt(en)} achis(ala)smetNHPh-«%S,N3]**
Tab. 6.3: Verschiebungswerte der [Pt(en)(H0),]*" / achis(ala)smetNHPh Produkte
Signalzuordnung k2S,N1 K?S,N3 PepS=0
H2 8.09(s) 8.12(s)
3I(*H-1%pt) 22 Hz 16 Hz 5596
H5 7.11(s) 7.23(3)
341 H-*%pt) 22 Hz 9 Hz 1:296)
Ohis 4.38(m) 4.37(m) 4.68(m)
Bris 3.26, 3.17(m) 3.46, 3.27(m) 3.23, 3.13(q)
Olmet 4.40(m) 4.70(m) 4.61(m)
Brer 2.37, 2.20(m) 2.42,2.23(m) 2.38, 2.27(m)
Vinet 2.65, 2.48(m) 2.65, 2.48(m) 2.99(m)
S 2.35(3) 2.30(5) 2.73(s)
Oala 4.18, 3.92, 3.83(m) 4.26(m) 4.29(m)
Baa 1.46, 1.35(m) 1.43(m) 1.40(m)
Ph 7.51, 7.43, 7.28(m) 7.45, 7.29(m) 7.43,7.29(m)
ac 2.14(s) 2.05(s) 1.98(s)
en 2.81 2.78
9pt -3221 -3236
pH*-Wert 1.31 2.21 2.3
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Tab. 6.4: FAB-MS-Daten der [Pt(en)(H,0),]*" / achis(ala)smetNHPh Komplexe

Signalzuordnung K?S,N1 K?S,N3 PepS=0
m/z (rel. Anteil) | m/z (rel. Anteil) | m/z (rel. Anteil)
[1:1]° 870 (1) 870 (1) 633 (1)

[1:1+Na]” 893 (0,23) 893 (0,08) 655 (1,04)
[1:1+Na+HFB]" 1056 (0,07) 1057 (0,06)
[1:1-en]” 811 (0,12) 810 (0,08)

[1:1-S-(OH)-CHa]" 569 (0,18)

[1:1-S-(OH)-CH3+Na]” 591 (0,22)
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6.5.3 Das System [Pt(en)(H,0),]**/ acmet(ala).metH

Bei Umsetzungen von [Pt(en)(H,0),]** mit acmet(ala)smetH entstehen nur 2 Produkte. In der
pH-abhangigen Produktverteilung ist im Sauren die k>-S,S’-Spezies und im Basischen der k*
S,Nu-Komplex zu beobachten. Die massenspektrometrischen Untersuchungen ergaben fir
beide Produkte eine 1:1 Stéchiometrie mit einem Molekilionenpeak bei m/z = 789 und die in
Tab. 6.6 gezeigte Fragmentierung. Im *H-NMR-Spektrum des «?-S,S’-Komplexes sind die
beiden durch Koordination am Schwefel tieffeldverschobenen & Thioetherprotonen bei 2,61
und 2,63 ppm zu sehen. Der eindeutige Beweis fir den N,S,-Koordinationsmodus am Platin
liefert das '**Pt-NMR-Spektrum mit den Verschiebungswerten von —3770 und —3757 ppm fiir
die Diasteriomeren. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem fiir die Schwefelkoordination
zweier Cysteine am Cisplatin bestimmten Wert von —3766 ppm [66]. Die gleiche k>-S,S’-
Koordination konnte LAuUsSAC et. al. fur das Tetrapeptid Boc-Cys(SMe)-Ser-Ala-
Cys(SMe)CONH, mit [Pt(en)(NO3),] festgestellen [161].

Pt

6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(Ppm)

Abb. 6.27:  'H-NMR-Spektrum von [Pt(en) acmet(ala)smetH-«?3,5’]** (400 MHz)
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Da sich das im Basischen stabile k*S,Ny-Produkt nach der semi-praparativen Trennung
aufgrund des niedrigen pH-Wertes, der durch das lonenpaarreagenz zustande kommt, immer
in den k*S,S’-Komplex umlagerte, wurde eine praparative Lésung im Basischen ohne
Trennung einrotiert. Die so erhaltene k?-S,Ny-Spezies zeigte Resonanzen der 3-Protonen
sowohl fur den unkoordinierten, als auch fur den um +0,35 ppm zu tiefem Feld verschobenen
koordinierten Schwefel des Methionins. Die a-met Protonen liegen ebenfalls in
unkoordinierter bei 4,65 ppm, als auch in koordinierter Form bei 4,44 ppm vor. Diese
Ergebnisse deuten auf einen k*S,Ny-Chelat des C-terminalen Methionins hin, da eine
Methioninseitenkette unkoordiniert vorliegt. Der Verschiebungswert von —3281 ppm im **°Pt-

NMR-Spektrum bestatigt die N3S-Umgebung.

T T T T T T T T T T T T T T T T
-3160 -3200 -3240 -3280 -3320 -3360
(ppm)

Abb. 6.28:  *Pt-NMR-Spektrum von [{Pt(en)} acmet(ala)smetH-«°S,Ny] " (400 MHz)
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Das in der pH-Verteilung ab pH > 5,5 gebildete Produkt ist vermutlich die [Pt;(NH3)4(OH).]
(NOg3),-Spezies. Die Struktur der Verbindung konnte von ROSENBERG und LIPPERT mittels

Rontgenstrukturanalyse betimmt werden. Die ebenfalls von ihnen aufgenommenen IR-

Spektren zeigen die gleichen charakteristischen Banden [162, 163].

Tab. 6.5: Chemische Verschiebungen der [Pt(en)(H20),]** / acmet(ala)smetH Produkte
Signalzuordnung K%S,S’ K2S,Nw
Olmet 4.59(m) 4.65, 4.44(m)
Brmet 2.43, 2.23(m) 2.55, 2.09, 2.00(m)
Vet 3.14, 3.07(m) 2.87, 2.62(m)
et 2.63, 2.61(s) 2.48, 2.13(s)
Olala 4.43, 4.16(m) 2.43(m)
Bala 1.43(m) 1.40(m)
ac 2.06(s) 2.05(s)
en 2.87 2.80
opt -3770, -3757 -3281
pH*-Wert 1,0 9,3
a) (I3H3 b) (I:H3
O=(|3 O=(|3
HI}I (I? (IZH3 (ID (IZOOH HI}I (IZH3 (ID (IZOOH
H(IZ—C NH-CH-C NH—(IZH H(IZ—C NH-CH-C N—(IZH
H,C 3 CH CH, 3 CH,
" N s - . EHZ HaN—Pt - EHZ
Hie \/p[\/ ~ CH, CH, HN  CH,
H3N NH;
Abb. 6.29: Strukturen von a) [{Pt(en)} acmet(ala)smetH-k>5,5°1**

b) [{Pt(en)} acmet(ala)smetH-«*S,Ny]*
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Tab. 6.6:

FAB-MS-Daten der [Pt(en)(H.0),]** / acmet(ala)smetH Komplexe

Signalzuordnung K’S,S’ KS,Nu
m/z (rel. Anteil) m/z (rel. Anteil)
[1:1]° 789 (1) 789 (1)
[1:1+Na]® 811 (0,28) 812 (1,06)
[1:1+2Na]* 834 (0,24)
[1:1-en]” 730 (0,2)
[1:1-en-COOH]" 685 (0,17)
[1:1-acetyl]” 745 (0,24)
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6.6 Diskussion

Der Vergleich des Reaktionsverhaltens der in dieser Arbeit untersuchten histidinhaltigen
Peptide mit [Pt(en)(H,O),]** zeigt die Bildung von nur drei Hauptprodukten. In allen drei
Systemen bildet sich zuerst der k>-S,Ny-Komplex und anschlieRend die beiden «-S,N1- und -
S,N3-Spezies. Die zeitabhéngigen Produktverteilungen der Peptide achis(ala),metNHPh und
achis(ala);metNHPh besitzen im sauren pH-Bereich einen identischen Verlauf. Dagegen bildet
sich mit dem C-terminal ungeschiitztem achis(ala);metH das «*-S,Ny-Produkt deutlich
langsamer und durchl&uft nach 24 h sein Maximum im Gegensatz zu 2 h der beiden anderen
geschutzten Peptide. Daraus folgernd ist in der von WOLTERs aufgenommenen pH-Verteilung
nach einer Reaktionszeit von 4 Wochen der k?-S,Ny-Chelat als Hauptprodukt zu finden. Das
unterschiedliche Reaktionsverhalten muss in Verbindung mit der sterisch anspruchsvollen
NH-Phenyl Schutzgruppe stehen, die vor allem die Bildung des k*S,0-Vorlaufers verhindert
und zum anderen durch raumliche Anordnung zu einer bevorzugten Bildung der k2-S,Nimidazol-
Komplexe fiihrt. Die in Kapitel 4 berechneten S,N,iw.o-Abstdnde zwischen den in wassriger
Losung in einer a-Helix-Konformation befindlichen Pentapeptide sind fast immer kleiner als
der S,Ny-Abstand und kénnen aus diesem Grund zur bevorzugten Bildung der K?-S, N midazol-

Makrochelate fiihren.
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Abb. 6.30:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H20),]** /
hisglymetH (1:1); Reaktionszeit t = 4 Wochen
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In allen drei pH-abhéngigen Produktverteilungen sind kongruente Peakflachenverlédufe zu
beobachten, in denen der k%S ,N1-Komplex immer dominiert. Die Verlangerung des
achis(ala),metNHPh Peptides um eine Alanineinheit zwischen den Aminoséduren Histidin und
Methionin veréndert das N1:N3 Produktverhéltnis von 2,2:1 zu 2,9:1 (pH = 6,5). Im
achis(ala);metH-System liegt fir einen pH-Wert von 6,2 ein 1,5:1 Verhaltnis vor.

Die Ergebnisse des acmet(ala);metH-Systems bestatigen zum einen die hohe
thermodynamische Stabilitat der Pt-S Bindung in saurer Lésung mit der Bildung des k*-S,S’-
Komplexes und verdeutlichen zum anderen die Kinetische Bevorzugung des weichen
Schwefels gegentiber dem harten Stickstoff im basischen pH-Bereich. Dort liegt nach einer
Reaktionszeit von einer Woche der auf C-terminaler Seite entstandene sechsgliedrige k%
S,Nw-Chelat als Hauptprodukt vor, der sich aufgrund des méglichen k°-S,0-Vorlaufers

bevorzugt auf dieser Seite bildet.
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Abb. 6.31:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems[Pt(en)(H»0),]** /
achis(gly),metH (1:1); Reaktionszeit t = 4 Wochen

Die Peakflachenverldufe fur die Reaktionsprodukte der von WOLTERS untersuchten
achis(gly),metH- und achis(ala);metH-Systeme sind nahezu deckungsgleich und das dort
vorhandene N1:N3 Produktverhaltnis betragt 1,5:1 bei pH = 5,7 [73]. Das ebenfalls von

WOLTERS analysierte  N-terminal ungeschiltzte Tripeptid hisglymetH zeigt ein
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unterschiedliches Reaktionsverhalten gegenuiber den brigen Peptiden (Abb. 6.30). Durch die
Moéglichkeit der Aminogruppenkoordination bildet sich ab pH > 6,5 die 1:1 k*Ny,N3-Spezies
im Basischen als Hauptprodukt. Des weiteren sind zusatzlich die beiden binuklearen
1K°Ny,N3: 2SNy und  1k*-Ny,N3: 2K°-S,N1  koordinierten Komplexe und das
mononukleare k?~Ny,Ny-Produkt in geringen Konzentrationen zu finden. Aus den von
WOLTERS erstellten Kraftfeldoerechnungen geht aufgrund des um 1,3 A kirzeren Abstand
gegeniiber dem «*-S,N3-Komplex die Bevorzugung des 15 gliedrigen k*S,N1-Makrochelates

hervor.

Peakflache Peakflache

+Pt

+1:1 (S,0)

= 1:1 (S5,N1)
“r1:1 (S,N’)
<-2:1 (N3,N:S,N’)
¥ Peptid

Zeit [h]

Abb. 6.32:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H20),]** /
hisglymetH (1:1); pH = 2,99

Kinetische Untersuchungen im Verhéltnis von 1:1 bei pH = 2,99 des [Pt(en)(H,0),]* /
hisglymetH- und des [Pt(en)(H.0),]** / achis(ala);metH-Systems sind bis auf die fehlende
Bildung des «-S,N3-Komplexes identisch. Auch hier erreicht das k*S,Ny-Produkt ein
Maximum nach 24 h gegentiber 2 h bei den achis(ala),;metH Peptidsystemen.

Die Ergebnisse der [Pt(en)(H,0),]**-Modellverbindung veranschaulichen die Rolle der N- und
C-terminalen Schutzgruppen und die Beeinflussung der Produktbildung durch eine
unterschiedliche Anzahl von Aminosauren zwischen den koordinierenden funktionellen

Gruppen der Aminosauren Histidin und Methionin.
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7 Reaktionen von cis-[PtCI;(NH;),]
7.1 Umsetzungen mit dem Tripeptid hisglymetH

cis-[PtCl(NHs)2] wurde mit hisglymetH im stéchiometrischen Verhaltnis von 1:1 bei pH =
2,4 bis 10 umgesetzt. Die chromatographische Trennung erfolgte mittels Methanol als
Modifier und einer Konzentrationserhéhung von 16 auf 25 % MeOH als Stufengradient. Bei
einer Sdulentemperatur von 25° C und 0,124% HFB als lonenpaarreagenz konnten sémtliche
Produkte innerhalb von 60 Minuten getrennt werden. In der nachfolgenden Abbildung sind
drei ausgewahlte Chromatogramme abgebildet, die die Elutionsreihenfolge der Produkte und

Edukte verdeutlichen.
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Abb. 7.1: Chromatogramme der 1:1 Anséatze des Systems cis-[PtCl,(NH3),] /
hisglymetH ; 16 - 25% MeOH; 0,124% HFB; 25°C
a) pH =2,46 b) pH = 6,60 c)pH =9,38



7 Reaktionen von cis-[PtCl>(NHs),] 95

7.1.1 pH-abhangige Produktverteilung

Die pH-abhdngige Produktverteilungskurve zeigt die Vielzahl der gebildeten Produkte, die
aufgrund des durch den trans-Effekt des Schwefels begunstigten NHs-Verlusts des cis-
[PtCI>(NHs3),] entstehen kénnen.

Uber den gesamten pH-Bereich ist die tetradentatkoordinierte k“S,Ny,Ng,Ny-Spezies zu
finden und dominiert von pH = 3,2 — 5,5 und ab pH-Werten groRer als 9 die pH-Verteilung.
Ab pH > 5 nimmt gleichzeitig auch die Konzentration des Nebenproduktes NP2 zu, die bei
einem pH-Wert von 9 ihr Maximum erreicht. Das Nebenprodukt NP5 entsteht parallel dazu
mit halb so grol3er Peakflache.

Im Sauren bei pH < 3 bilden sich 2 Hauptprodukte in fast gleicher Konzentration. Zum einen
entsteht der tridentat koordinierte k°S,N3,Ny-Komplex und zum anderen das
1k®Ny,N3:2k%S,Ny-Produkt mit einer 2:1 Stochiometrie, die sowohl durch HPLC/ESI-MS
Messungen, als auch durch kinetische Untersuchungen bestatigt wurde. Das im neutralen pH-
Bereich bei pH = 55 — 7,5 bevorzugt entstehende wahrscheinlich imidazolkoordinierte

Produkt NP4 existiert in geringen Konzentrationen iber den gesamten pH-Bereich.

Y
—h— 11 (S!NMfNGiNH)
151 1:1 (S,N3,N,)
@ —A— NP2
2 10 - —&— 2:1 (N,,N3:S,N,,)
4
& —— NP4
5 | —%— NP5
—&— Peptid
O T A T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH-Wert

Abb. 7.2: pH-abhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHz3)2] /
hisglymetH (1:1); Reaktionszeit t = 3 Wochen
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7.1.2 Kinetische Untersuchungen

Der zeitliche Ablauf der Komplexbildung von cis-[PtCI,(NH3),] mit dem Tripeptid
hisglymetH wurde anhand von vier exemplarisch ausgewéhlten Reaktionslésungen verfolgt.
Durch Einstellung der pH-Werte wurden drei Losungen mit 1:1 Stéchiometrie im Sauren, im
Neutralen und im Basischen untersucht. Zur Aufklarung des Reaktionsweges der
1k*Np,N3:2k%S,Ny —Spezies diente eine Reaktionslésung mit 2:1 Stochiometrie bei pH =
2,38. Die Reaktionslosungen wurden in moglichst kurzen Intervallen chromatographiert, um
in der logarithmischen Auftragung insbesondere die kinetischen Vorlauferkomplexe, wie z.B.
kS und k%S,Nw zu beobachten, die in der pH-Produktverteilungskurve nach einer
Reaktionszeit von 21 Tagen schon zu den thermodynamisch stabileren Komplexen abreagiert
sind. Die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Reaktionslésungen wurden zur Bestimmung

der Reaktionskinetiken verwendet.

Tab. 7.1: Ansatze fur die Untersuchungen der Reaktionskinetik des [PtCly(NHs),]/
hisglymetH Systems

1:1 Stochiometrie 2:1 Stochiometrie
pH =2,99 pH=2,38
pH = 6,52
pH =9,30

pH-Wert der Losung nach 21 Tagen Reaktionszeit

Der nur in den kinetischen Untersuchungen auftauchende k?S,Ny —Vorlauferkomplex besitzt
die selbe Retentionszeit und ist in den Chromatogrammen unter dem Peptidpeak zu finden.
Die Zuordnung konnte mittels bei gestopptem Fluss aufgenommenen UV-Spektren und einer
'H-NMR-Kinetik getroffen werden.

Die zeitliche Abfolge der Produktbildung bei pH = 2,99 verdeutlichen die in Abb. 7.4
gezeigten Chromatogramme. Das harte Donoratom Sauerstoff bildet hierbei nicht den
kinetisch bevorzugten k°S,0 — Chelat, wie es aus Untersuchungen von cis-[PtCl,(NHs),] mit
Methionin von APPELTON et al. zu vermuten ware [164]. Aufgrund der Resonanzlage der a-

CHuet-Protonen in einer mit dem Peptid achisglymetH durchgefiihrten *H-NMR Kinetik im
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Sauren kann eine Sauerstoffkoordination ausgeschlossen werden. Als Vorlauferkomplexe
bildet sich das monodentat schwefelkoordinierte k-S Produkt mit einem Maximum nach 3 h.
Innerhalb eines Tages ist es vollstandig zu dem sechsgliedrigen &*-S,Ny-koordiniertem
Komplex weiterreagiert. Aus der monodentatkoordinierten k-S Spezies bilden sich aullerdem
nach 6 h parallel die beiden Nebenprodukte und der k°-S,N3,Ny-Komplex in deutlich
geringerer Konzentration. Die aufgrund der geringen Konzentration nicht naher
charakterisierten NP1 und NP3 erlangen nach 1 Woche und das tridentat Gber
imidazolkoordinierte Produkt nach 3 Wochen ihre maximale Peakflache. Nach einer
Reaktionszeit von 48 h bilden sich aus dem k*-S,Ny-Produkt sowohl das «*-S,Ny,Ng,Ny, als
auch in doppelter Menge der 2:1 Komplex und bleiben nach 1000 h Stunden konstant.

Samtliche Gbrigen Produkte sind zu diesem Zeitpunkt nahezu nicht mehr detektierbar.

35
—— Cisplatin
07 —— 11 (S,NyNeNy)
25 1 —— NP1
220 '1:1 (S,N3,N})
= —— 2:1 (Ny,N3:S,Ny)
X
[4e3 _
& 15 —o— NP3
10 —&— Peptid
5 | —— 1:1 (S,Ny)
—%—1:1(S)
0 = -
0,1 1 10 100 1000 10000
Zeit [h]

Abb. 7.3: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NH3),] / hisglymetH
(1:1); pH=2,99

Im Vergleich zu der [Pt(en)(H,0),]**-Kinetik von WOLTERS zeigt sich ein identischer
Kurvenverlauf der k*-S,Nyu-Spezies. Als thermodynamisch stabiles Endprodukt entsteht hier
jedoch nicht ein imidazolkoordinierter Makrochelat, sondern aufgrund des NHs-Verlustes die
tetradentat koordinierte Spezies. Der gleiche 2:1 Komplex entstand bei den Untersuchungen

von WOLTERS nur in sehr geringen Konzentrationsmengen.
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Abb. 7.4: Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems cis-[PtCl,(NHs)2] /
hisglymetH ; 16 - 25% MeOH; 0,124% HFB; 25°C; t = Reaktionszeit
pH=299 a)t=2,83h b)t=49,51h c)t=933h

Die zeitabhangige Produktverteilung fur eine Reaktionslésung mit einem pH-Wert von 6,52
zeigt den gleichen Reaktionsverlauf der kS und k?S,Ny-Vorlauferprodukte. Zusétzlich bildet
sich jedoch ein weiteres Zwischenprodukt, das nach 6 h sein Peakflachemaximum durchléauft
und nach 24 h nicht mehr detektierbar ist. Aus *H-NMR kinetischen Untersuchungen kénnte
es sich hierbei um einen imidazolkoordinierten Komplex NP4 handeln, der dann zu dem
tridentat koordiniertem «S,N3,Ny-Komplex weiterreagiert, das sich parallel zu dem %S,Ny-
Komplex bildet. Die Bildung des NP4 und damit auch des «®S,N3,Ny-Produktes ist im
Neutralen bei pH-Werten um 7 wesentlich schneller, da der pK,-Wert fiir die
Imidazoldeprotonierung von freiem Histidin bei pH = 6,00 liegt [150]. Nach einer
Reaktionszeit von 1000 h dominiert mit konstanter Peakflache das tetradentate
k“S,Nw,Ng,Np,-Produkt. In geringen Konzentrationen sind auch noch das NP2 und das sich

vermutlich aus dem Zerfall des K3S,N3,NH-KompIex entstehende NP4 vorhanden.
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Abb. 7.5: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHs),] / hisglymetH

(1:1); pH =6,52
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Abb. 7.6: Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems cis-[PtCl,(NHs)2] /
hisglymetH ; 16 - 25% MeOH; 0,124% HFB; 25°C; t = Reaktionszeit
pH=652 a)t=3,12h b) t=23,62 h c)t=938h
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Im Basischen bei einem pH-Wert von 9,3 verlduft der Reaktionsmechanismus wie aus Abb.
7.7 ersichtlich anders. Der monodentat schwefelkoordinierte Komplex ist nicht und das NP4
nur in sehr geringen Konzentrationen detektierbar. Auch der k?S,Ny-Vorlauferkomplex zeigt
ein niedrigeres Maximum und reagiert schon nach 1 Woche volistandig weiter. Von
Reaktionsbeginn an besteht der x°S,N3,Ny-Komplex und erreicht nach 100 h sein Maximum
um anschlieBend zu dem tetradentaten Komplex weiterzureagieren, der nach 1000 h das

alleinige Hauptprodukt darstellt.

30 -
25 1 —— Cisplatin
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Abb. 7.7: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHs),] / hisglymetH
(1:1); pH =9,30
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Abb. 7.8: Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems cis-[PtCl,(NHs)2] /
hisglymetH ; 16 - 25% MeOH; 0,124% HFB; 25°C; t = Reaktionszeit
pH=930 a)t=2,67h b)t=97,92h c)t=1031h

Die Kinetik der Reaktion von cis-[PtCl;(NH3)2] mit hisglymetH im stéchiometrischen
Verhaltnis von 2:1 bei pH = 2,38 aus Abb. 7.9 ist der entsprechenden 1:1 zeitabh&ngigen
Produktverteilung sehr ahnlich. Auch hier bilden sich aus den Vorlaufern kS und «%S,Ny die
tridentate k°S,N3,Ny-Spezies und die beiden Nebenprodukte NP1 und NP3. Nach 1000 h ist
jedoch nur noch die 2:1 Spezies vorhanden und in sehr geringen Konzentrationen das

tetradentate Produkt.
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Abb. 7.9: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHs3),] / hisglymetH
(2:1); pH=2,38
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Abb. 7.10:

Chromatogramme eines 2:1 Ansatzes des Systems cis-[PtCl,(NHs)2] /
hisglymetH ; 16 - 25% MeOH; 0,124% HFB; 25°C; t = Reaktionszeit
pH=238 a)t=558h b)t=167,91h c)t=988h
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7.2 Umsetzungen mit achisglymetH

Die chromatographische Trennung des Reaktionsgemisches von [PtCl,(NHs),] und
achisglymetH lie? sich nur schwer optimieren, weil mehrere Produkte vergleichbare
Selektivitdten und somit d&hnliche Retentionszeiten bzgl. der Veranderung der
Elutionsbedingungen hatten. Zudem sind die Retentionszeiten sehr unterschiedlich, sodass mit
einem 2-stufigem Gradienten mit den Methanolkonzentrationen von 7 % / 10 % / 18 % und
0,124 % HFB und einer Saulentemperatur von 35° C die besten Trennbedingungen gefunden

wurden. Sdmtliche Produkte konnten so in einer Analysenzeit von 65 min getrennt werden.

[NO ] 1:1 gm(S,N .N ) 1SN, .N)

achis|/'; NP3

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

Abb. 7.11:  Chromatogramme der 1:1 Ansétze des Systems cis-[PtCI,(NHz3)2] /
achisglymetH ; 7 — 10 - 18% MeOH; 0,124% HFB; 35°C
a)pH=2,71 b) pH = 6,58 c)pH =9,17
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7.2.1 pH-abhangige Produktverteilung

In der pH-abhdngigen Produktverteilungskurve ist eine Vielzahl von Produkten sichtbar. Der
tridentate k°S,Nu,Ng —Komplex ist ab pH < 4 und ab pH > 7,5 als bevorzugtes Hauptprodukt
zu finden. Seine Abnahme nach Erreichen des Maximums bei pH = 9 wird durch die
gleichzeitige Zunahme an Peptid verdeutlicht. Der gleiche Kurvenverlauf bei einer deutlich
verringerten Konzentration zeigt das Nebenprodukt NP1. Es konnte sich hierbei aufgrund von
UV-Spektren um die gleiche tridentate Koordination handeln, die in diesem Fall ein Isomer
des k°S,Nw,Ng —Komplex durch unterschiedliche Anordnung der achis-Gruppe ist. Die Dritte
im Basischen anzutreffende Spezies ist vermutlich der sechsgliedrige k°S,Ny—Chelat, der mit
Hilfe von *H-NMR kinetischen Untersuchungen bestatigt werden kann. Im Sauren bilden sich
bei pH < 4 aus dem Zerfall des tridentaten Hauptproduktes die k°S,Nw,Ng-glymetH und
achisH Spaltprodukte. Den gleichen Kurvenverlauf besitzt auch der k?5,N3-Makrochelat mit

einer maximalen Peakflache bei pH = 3.

30 —A&— achis
—& 11 gm(S!NMvNG)
25 1 1:1 (S,N3)
—O0—NP1
20
2 NP2
Q
= 15 —a— 1:1 (S,;Ny,Ng)
X
§ 1:1 (S,Ny) ?
10 - —— Peptid
——NP3
> —o— NP4
04 —o—NP5
2
pH-Wert

Abb. 7.12:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCI,(NHz)2] /
achisglymetH (1:1); Reaktionszeit t = 3 Wochen
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Die Bestimmung der Koordinationsmodi der vier im pH-Bereich zwischen 4 und 7,5
dominierenden Produkte konnte aufgrund von Umlagerungen und Zerféllen der semi-
praparativ-getrennten Fraktionen nicht erfolgen. Als Vermutung aus ‘H-NMR Kinetiken
kdnnten die vier Produkte NP2, NP3, NP4 und NP5 imidazolkoordiniert sein. Alle besitzten
eine 1:1 Stochiometrie, da eine erstellte 2:1 pH-abhdngige Produktverteilung keine
Veranderungen gegentiber der hier vorliegenden zeigte. Die Mdoglichkeit der Substitution der
NH;-Gruppe am Platin durch ein Chlorid kdnnte fiir die verschiedenen ungeklarten Produkte

verantwortlich sein.
7.2.2 Kinetische Untersuchungen

Die zeitliche Peakflachenverteilung bei einem pH-Wert von 2,83 zeigt gegenuber der pH-
Verteilungskurve nur eindeutig charakterisierte Produkte. Zuerst bildet sich der monodentat
schwefelkoordinierte Komplex, der nach 3 h ein Maximum durchl&uft und mit der schnellen
Abnahme in 24 h bildet sich der k?S,Ny-Chelat. Dieser ist jedoch auch nur ein

Vorlauferkomplex des tridentaten k>3, Nu,Ng,-koordiniertem Komplexes, der sein Maximum

70
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Abb. 7.13:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCI,(NHzs)2] /
achisglymetH (1:1); pH = 2,83
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nach 200 h erreicht und ab diesem Zeitpunkt kontinuierlich zu dem nach 1500 h (brig
bleibenden Spaltprodukte k°S,Ny,Ng-glymetH und achisH zerféllt. Parallel zu dem tridentaten
Produktkurvenverlauf bildet sich nach 8 h der k°S,N3-Makrochelat, der aber auch ab 200 h

langsam abnimmt.
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Abb. 7.14:  Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems cis-[PtClo(NH3),] /
achisglymetH ; 7 — 10 - 18% MeOH; 0,124% HFB; 35°C; t = Reaktionszeit
pH=283 a)t=3,17h b)t=24h c)t=122h d)t=1489h

Um die Rolle der Chloridsubstitution der NH3;-Gruppe am Platin genau zu betrachten, wurde
die gleiche Reaktionskinetik noch einmal untersucht. Hierbei wurde jedoch nach 24 h mit 1,6
mM AgNO; das gesamte in der Losung vorhandene Chlorid ausgefallt und abzentrifugiert, um
dann den weiteren Reaktionsverlauf zu beobachten. Wie aus Abb. 7.15 am Sprung in der
k?S,Nu-Kurve ersichtlich, wird durch die Fallung des letzten am Platin verbleibenden
Chlorids am monodentat schwefelkoordiniertem Komplex die Bildung des kS,Ny-
Vorléauferkomplexes beschleunigt. Da die gesamte zeitabhangige Produktverteilung sich ab

diesem Zeitpunkt nicht gegentber der ohne Chloridfallung dndert, enthalten die vorhandenen
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Produkte kein Chlorid. Damit besitzt der KZS,NM-VorIauferkomplex noch die beiden NHz-

Gruppen am Platin.
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Abb. 7.15:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCI,(NH3),] /
achisglymetH (1:1); pH = 2,60; nach 24 h Zugabe von 1,6 mM AgNOs

Im basischen pH-Bereich bei pH = 8,88 ist ein deutlich vom Sauren verschiedener
Reaktionsmechanismus zu finden. Zu Beginn bildet sich zwar auch die schwefelkoordinierte
Spezies, aber danach entsteht das Nebenprodukt NP2 mit einem Maximum nach 4 h.
AuRerdem bildet sich nach 2 h das in der pH-Verteilung als Nebenprodukt vorkommende NP3
und durchlduft ein Maximum nach 24 h. Zu diesem Zeitpunkt nimmt kontinuierlich das
tridentate k°S,Ny,Ng-Komplex zu und bleibt nach 3 Wochen in etwa konstant. In geringeren
Konzentrationen kann nach ca. 100 h das vermutete tridentat koordinierte k°S,Ny,Ng -Isomer

NP1 detektiert werden.
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Abb. 7.16:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCI,(NHzs)2] /
achisglymetH (1:1); pH = 8,88
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Abb. 7.17:  Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems cis-[PtCl,(NHs)2] /
achisglymetH ; 7 — 10 - 18% MeOH; 0,124% HFB; 35°C; t = Reaktionszeit
pH=8,88 a)t=3,68h byt=24h c)t=173h
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7.3 Umsetzungen mit dem Pentapeptid achis(ala);metH

Bei der Reaktion von cis-[PtCly(NHz),] mit dem Pentapeptid achis(ala)smetH bilden sich
bei der 1:1 Stochiometrie nur 5 Produkte. Die chromatographische Trennung erfolgte mit
einem 18% / 22 % MeOH Stufengradienten, einer Saulentemperatur von 20° C und 0,124 %

HFB als lonenpaarreagenz innerhalb von 70 Minuten.
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Abb. 7.18:  Chromatogramme der 1:1 Ansétze des Systems cis-[PtCl,(NHz3)2] /
achis(ala)smetH 18 - 22% MeOH; 0,124% HFB; 20°C
a) pH =2,75 b) pH = 7,08 c) pH = 8,67
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7.3.1 pH-abhangige Produktverteilung

Die pH-abhéngige Verteilung zeigt eine deutliche Bevorzugung des tridentat koordiniertem
k°S,Nm,Ng —Produkt tiber den gesamten pH-Bereich. Nur zwischen pH = 4,5 bis 6,5 zeigt das
Nebenprodukt NP1 eine groRere Peakflache. Es konnte sich aufgrund des &hnlichen
Kurvenverlaufs der kinetischen Untersuchungen von WOLTERS um eine k°S,N3 —Imidazol
Spezies handeln. Ab pH-Werten kleiner als 4,5 entstehen sowohl das Nebenprodukt NP2, als
auch die beiden aus der Spaltung des tridentaten Hauptprodukt hervorgehenden k°S,Ny,Ng —
alametH und achis(ala),H. Noch nicht abreagiertes Peptid ist in geringen Konzentrationen in

allen Reaktionsldsungen zu finden.
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Abb. 7.19:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHz3)2] /
achis(ala)smetH (1:1)
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7.1.2 Kinetische Untersuchungen

Die zeitabhéngige Produktverteilung von cis-[PtCl(NH3);] mit dem Pentapeptid
achis(ala)smetH bei pH = 2,80 zeigt einen &hnlichen Verlauf, wie die des Tripeptides
achisglymetH. Allerdings konnte im Gegensatz zu dem kurzeren Peptid keine Bildung eines
kS,N3-Makrochelates  nachgewiesen  werden.  Sofort entstent der monodentat
schwefelkoordinierte Komplex, der nach 6 h durch ein Maximum l8uft und erst nach 100 h
nicht mehr detektierbar ist. Daraus bildet sich mit maximaler Konzentration nach 24 h der
k°S,Ny —Vorlauferkomplex, der nach 1 Woche nur noch in geringen Mengen vorhanden ist.
Die in der pH-Verteilung nach 3 Wochen dominierende tridentate k°S,Ny,Ng —Spezies
erreicht nach 1 Woche ein Maximum und zerfallt dann kontinuierlich zu den beiden sich
parallel bildenden k°S,Ny,Ng-alametH und achis(ala),H-Spaltprodukten, die nach tiber 1000 h

als thermodynamisch stabile Endprodukte zu finden sind.
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Abb. 7.20:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCI,(NH3),] /
achis(ala)smetH (1:1); pH = 2,80

Eine kinetische Untersuchung bei pH = 8,46 zeigt im Vergleich zum Sauren in den ersten 150

Stunden einen ahnlichen Verlauf. Nachher bleibt wie erwartet eine Spaltung des Peptides aus.
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Abb. 7.21:  Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des Systems cis-[PtClo(NH3),] /
achis(ala)smetH 18 - 22% MeOH; 0,124% HFB; 20°C; t = Reaktionszeit
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Abb. 7.22:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCI,(NH3),] /
achis(ala)smetH (1:1); pH = 8,46
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7.4 Charakterisierung der Komplexe

7.4.1  Das System cis-[PtCl,(NHz),] / hisglymetH

Die Umsetzungen von cis-[PtCI,(NH3),] mit dem N-terminal ungeschutztem Tripeptid
hisglymetH ergeben eine Vielzahl von Produkten, von denen die 3 Hauptprodukte
chromatographisch getrennt und charakterisiert wurden. Das aufgrund seiner tetradentaten
Koordination zuerst eluierende “S,Ny,Ng,N,-Hauptprodukt aus der Reaktion von cis-
[PtCI(NH3),] mit hisglymetH ist thermodynamisch sehr stabil und l&sst sich durch semi-
praparative Trennung darstellen. Sowohl das FAB-MS, als auch HPLC/ESI-MS
Untersuchungen dieses Produktes zeigen einen M* Peak bei m/z = 538 und bestatigen die 1:1
Stochiometrie des Komplexes (Abb. 7.26). Im *H-NMR-Spektrum zeigt ein Tieffeldshift der

o-Protonen der Thioethergruppe um +0,4 ppm die Koordination am Schwefelatom.

! '
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0
(ppm)

Abb. 7.23:  *H-NMR-Spektrum von [Pt hisglymetH-«“S,Ny,,Ng,N] (400 MHz)
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Der Imidazolring ist unkoordiniert, da die H2 und H5 Protonen gegenuber denen des freien
Peptides nicht verschoben und im 80 MHz-'H-NMR-Spektrum keine 3J(**Pt-'H)-
Kopplungskonstanten zu beobachten sind. Durch die Koordination an der Aminogruppe des
Histidins und an der Amidgruppe des Glycins verschieben sich die a-Protonen jeweils um

—0,27 ppm zu hoherem Feld. Die vierte Koordinationsstelle des Platins ist die Amidgruppe
des Methionins. Hierbei shiften die a-Protonen zu héherem Feld und spalten sich durch die
Bildung zweier Diasteriomere in zwei Signale auf. Das **Pt-NMR bestatigt mit einer
chemischen Verschiebung von -3097 ppm die N3S-Umgebung des Platins. Dieser ist im

Rahmen der Messgenauigkeit mit dem von KLEINE fur den &“S,Ny,Ng,Ns-glyglymetH

Komplex angegebenen Wert vergleichbar [90].

-2960

3000

-3040

-3080

(Ppm)

-3120

-3160

-3200

Abb. 7.24:

Auch die beiden in Abb. 7.25 dargestellten UV-Spektren der beiden Komplexe verdeutlichen
den gleichen Koordinationsmodus, der auch schon von SIEBERT bei seiner Umsetzung von

K,PtCl, mit glyglymetH vermutet wurde. Die groRRe Stabilitat dieser Produkte zeigte sich auch

15pt-NMR-Spektrum von [Pt hisglymetH-k“S,Ny,Ne,N.] (400 MHz)
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bei der Umsetzung mit 9-Ethylguanin bei einer Temperatur von 70° C, denn die tetradentate

Koordination verhindert jegliche Reaktion.

- 11 hgm(S,NM,NG,NH)

...... 1:1 ggm(S,Ny,Ng,Ng)

Absorption

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
[nm]

Abb. 7.25:  UV-Spektren zweier tetradentat koordinierter Produkte
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Abb. 7.26:  FAB-MS-Spektrum von [Pt hisglymetH-«“S,Ny,Ng,N,]
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Im Sauren ab pH < 3 dominiert nach 21 Tagen der tridentate k°5,N3,N,,-Komplex die pH-
Verteilung und lie3 sich chromatographisch in hoher Reinheit trennen. Die 1:1 Stéchiometrie
dieser Spezies konnte bei HPLC/ESI-MS Messungen mit einer Molekllmasse von m/z = 554

und nur einer Fragmentierung durch die Abspaltung der COOH-Gruppe bestatigt werden.

JL o e

T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T TT
80 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 30 25
(ppm)

Abb. 7.27:  *H-NMR-Spektrum von [{Pt(NH,)} hisglymetH-«>S,N3,N,] (400 MHz)

Die Schwefelkoordination ist aus dem &met Tieffeldshift von +0,37 ppm im *H-NMR-
Spektrum ersichtlich. Eine deutliche Hochfeldverschiebung sowohl der Imidazolprotonen H2
als auch H5 und die im 80 MHz-NMR-Spektrum vorhandenen *J(***Pt-'H)-
Kopplungskonstanten von 17 Hz fiur H2 und 9 Hz fur H5 weisen eindeutig eine N3-
Koordination nach. Die dritte Koordinationsstelle ist die Aminogruppe des Histidins. Hier
verschieben sich die a-Protonen um —-0,51 ppm gegentiber dem unkoordiniertem Peptid. Auch
das '°°Pt-Spektrum mit einem Verschiebungswert von -3144 ppm verdeutlicht die N3S-
Ungebung des Platins. Die a-met-Resonanz liegt unter dem Wassersignal und kann nur durch

die Crosspeaks im *H'H-COSY-Spektrum identifiziert werden.
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H2

8.11 ppm (17 Hz)

HS5

7.24 ppm (9 Hz)

Abb.7.28:  *H-NMR-Spektrum von [{Pt(NH,)} hisglymetH-«°S,N3,N,]
(100 MHz) (Ausschnitt)
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Abb. 7.29:  HPLC-ESI-MS-Spektrum von [{Pt(NH,)} hisglymetH-«S,N3,N,]
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Im Basischen bildet sich zusatzlich zum tetradentaten auch das Nebenprodukt NP2. Die
chromatographisch abgetrennte Fraktion enthélt wegen der &hnlichen Retentionszeiten auch
das k°S,N3,N,-Produkt und konnte nicht vollstindig charakterisiert werden. Aus dem
Molekdlionenpeak von m/z = 554 einer HPLC/ESI-MS Untersuchung ergibt sich die 1:1
Stochiometrie dieses Komplexes. Die &-CHs-Protonen sind mit 2,38 ppm zu tiefem Feld
geshiftet und liefern den Beweis fur die Schwefelkoordination. Das aufgenommene UV-
Spektrum zeigt eine geringe Ahnlichkeit mit den tridentat «S,N,,Ng,-koordinierten
Komplexen in Abb. 7.41. Die N3S-Ungebung am Platin zeigt der Verschiebungswert von
—3144 ppm. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem von AppLETON fiir [Pt(NH3),(metH-
kS, Nmet)]** angegebenen Wert von —3145 ppm [86].

Der in den chromatographischen Untersuchungen als Vorlaufer beschriebene k%S,N,-
Komplex wird im [PtCl,(NHs),] / achisglymetH-System mit einer *H-NMR-Kinetik bewiesen.
Die in Abb. 7.30 dargestellten UV-Spekten der beiden Komplexe mit dem gleichen
Koordinationsmodus, aber verschiedenen Peptiden zeigten den typisch kontinuierlich

fallendem Verlauf fiir k*S,N,-Komplexe, der auch schon von WOLTERS beschrieben wurde.

1N
0,8
—— hgm
S 06 |
5— s N 1:1 hgm(S,Ny)
(@}
é 0.4 | '1:1 achgm(S,Ny)
0,2
0 —— = 7 e ————
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
[nm]

Abb. 7.30: UV-Spektren k*-S,N,, koordinierter Produkte im Vergleich mit dem Peptid
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Die 2:1 Stochiometrie des in allen 1:1 Reaktionsansdtzen im Sauren vorhandenen
1k®Np,N3:2k%S,Ny-Komplexes konnte durch HPLC/ESI-MS Messungen bestatigt werden.
Der M" Peak bei m/z = 800 und die Ubereinstimmung des berechneten mit dem beobachtetem

Isotopenpattern des Molekilions veranschaulicht die Abb. 7.31.
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Abb. 7.31: Isotopenpattern des [Pt, hisglymetH-lKZNH,NS:2KZS,NM]3*-Mo|ekUIionenpeaks

AuRerdem bildet sich in 2:1 Ansatzen tberwiegend diese 2:1 Spezies (s. Kap. 7.1.2), die auch
schon von WOLTERS im System [Pt(en)(H,0),]** und hisglymetH gefunden wurde. Im *H-
NMR-Spektrum ist ein Shift der a-his- um -0,45 ppm und der d-met-Protonen um -0,38 ppm
zu tiefem Feld zu beobachten. Die Protonen der &-CHs-Gruppe bei 2,54 ppm sind der Beweis
flr eine Schwefelkoordination. Fir das H5 Proton lasst sich bei geringer Feldstarke (80 MHz)
eine “J-Kopplung von 10 Hz beobachten, was einer N3-Koordination entspricht. Das
aufgenommene UV-Spektrum dieser 2:1 Spezies hat Ahnlichkeit mit dem des tetradentat-
koordiniertem k“*S,Nm,Ng,Ny-Komplex. In Tab. 7.2 sind die chemischen Verschiebungswerte
und in Abb. 7.32 die zugehorigen Strukturen der charakterisierten cis-[PtCI,(NH3),] /
hisglymetH Produkte gezeigt.
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Tab. 7.2:  Chemische Verschiebungen der cis-[PtCl,(NHz3)2] / hisglymetH
Komplexe
Signalzuordnung | k*S,Nm,Ng,Nu | k%S,N3,Ny | 2K8N5,N3:2Kk%S, N
H2 8.70() 8.11(s) 7.96(s)
SI(*H-%pY) 17 Hz 20 Hz
H5 7.43(d) 7.24(5) 7.13(s)
SI(*H-%pY) 9 Hz 10 Hz
Olhis 4.13(m) 3.90(t) 3.95(m)
Bhis 3.28(m) 3.39, 3.26(m) 3.74, 3.60(m)
Olmet 4.39, 4.27(t) 4.68(m) 4.30(m)
Brmet 2.47(m), 2.15(t), | 2.50, 2.30(m) 2.45, 2.25(m)
2.27(t), 1.68(t)
Vimet 2.92(q), 2.51(t) | 3.14, 2.92(m) 3.06, 2.84(m)
Omet 2.53(d) 2.50(s) 2.54(d)
Ogly 3.94(m) 4.13, 3.79(d) 4.26, 4.08(d)
pt -3097 -3144
pH*-Wert 1.9 1.6 1.9
Tab. 7.3:  Massenspektrometrische Daten (ESI-MS) der cis-

[PtCI>(NHs),] / hisglymetH Komplexe

Signal- K*S,Nwm,Ng, Ny K’S N3Ny | 1K8Nk,N3:2k%S,Ny
zuordnung | m/z (rel. Anteil) | m/z (rel. Anteil) m/z (rel. Anteil)

[1:1]" 538 (1) 554 (1) 800 (1)
[1:1-NH3]" 536 (1,2)
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Abb. 7.32: Strukturen von

a) [{Pt(NHs)} hisglymetH-«5,N3,N,]**
b) [Pt hisglymetH-1kNp,N3:2k%S,Ny]**
c) [Pt hisglymetH-k“S,Ny,Ng,N]
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7.4.2 Das System cis-[PtCI,(NHs),]/ achisglymetH

Im cis-[PtCl,(NHs).] / achisglymetH-System gelang es 4 Produkte semi-praparativ zu trennen.
Das im Sauren und Basischen dominierende Produkt besitzt eine tridentate k°S,Ny,Ng —
Koordination, da die &CH3-Gruppe um +0,43 ppm zu tieferem und das a-met-Proton um

—0,40 ppm zu héherem Feld geshiftet ist.

- A , ‘ i

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 30 25 20
(ppm)

Abb. 7.33:  'H-NMR-Spektrum von achisH (400 MHz)

Die massenspektrometrische Untersuchung dieses Komplexes bestatigt die 1:1 Stéchiometrie
mit einer vorhandenen NHs3-Gruppe am Platin mit m/z = 600. Die tridentate Koordination
wird zudem durch das in Abb. 7.41 dargestellte UV-Spektrum gestutzt, das im Vergleich zum
tridentaten achis(ala)smetH-Produkt einen &hnlichen Verlauf aufweist. Der k°S,Nu,Ng —
Komplex spaltet sich nach einer Woche an der Peptidbindung zwischen den Aminosduren
Histidin und Glycin. Es entsteht der weiterhin tridentat koordinierte k°S,Nu,Ng —glymetH

Komplex und die geschiitzte Aminoséure achisH. Das in Abb. 7.33 dargestellte *H-NMR-
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Spektrum der chromatographisch abgetrennten Fraktion zeigt die unkoordinierte Aminosdure
achisH ohne den glycylmethionin-Rest. Wie aus Abb. 7.34 ersichtlich ist fehlt dagegen im *H-
NMR-Spektrum von k°S,Ny,Ng —glymetH der Histidinteil.

el

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
(pom)

Abb. 7.34:  H-NMR-Spektrum von [{Pt(NHs)} glymetH-«S,Ny,Ng] ™ (400 MHz)

Das & CHs-Signal der Thioethergruppe im k°S,Ny,Ng—glymetH Komplex ist durch die beiden
unterschiedlichen Konformationen am Schwefel in zwei Singuletts bei 2,55 und 2,58 ppm
aufgespalten [165]. Die zwei durch die Schwefeldiasteriomere hervorgerufenen
Resonanzlagen der a-met-Protonen bei 4,28 und 4,37 ppm bestatigen die Amidkoordination
am Methionin. Die Entstehung eines breiten Multipletts der a-CH,-gly-Protonen und der
Hochfeldshift um +0,36 ppm erklaren die Koordination der Aminogruppe des Glycins.
Anhand des '*°Pt-Spektrums lasst sich die N3S-Umgebung dieses Komplexes mit einer
chemischen Verschiebung von —3163 ppm eindeutig nachweisen. Auch hier konnte das ESI-

MS-Spektrum die monomolekulare Stochiometrie mit m/z = 420 bestatigen.
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Abb.7.35:  '%*Pt-NMR-Spektrum von [{Pt(NHs)} glymetH-«S,Ny,Ng] " (400 MHz)
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Abb. 7.36:

ESI-MS-Spektrum von [{Pt(NH3)} glymetH-«S,Ny,Ng]

Der aus einem semi-praparativen Ansatz dargestellte *>N-markierte Komplex beweist die

noch vorhandene Position der *°NHs-Gruppe trans zum Amidstickstoff des Methionins mit

einem Verschiebungswert von —64 ppm. Bei pH < 4 wird der k?S,N3-Makrochelat gebildet.
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Das 80 MHz-Spektrum charakterisiert die Platinbindung an N3 eindeutig durch eine *J(***Pt-
'H)-Kopplungskonstante von 9 Hz fiir das H5-Imidazolsignal. Die &CHs-Gruppe weist
erwartungsgeman einen Tieffeldshift um +0,2 ppm auf.

Der M* Peak dieser Verbindung liegt bei m/z = 617.

T T T T T T T T T
80 60 40 20 0 -20 -40 -60 -80
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Abb.7.37:  ®N-NMR-Spektrum von [{Pt(NHs)} glymetH-«S,Ny,Ng]* (400 MHz)

Um die beiden Vorlauferprodukte S und k°S,Ny nachzuweisen, wurde eine *H-NMR-Kinetik
bei pH = 2,0 und einer Temperatur von 25° C in 1:1 Stochiometrie angesetzt. Durch die
hohere Konzentration der NMR-Ldsung wird die Reaktion gegentiber der 12 fach verdiinnten
analytischen Loésung der chromatographischen Untersuchung beschleunigt. Innerhalb von 15
min bildet sich der monodentat koordinierte kS-Komplex mit einer 8-CHs-Resonanz von 2,43
ppm. Die a-met-Protonen verschieben sich wahrend der Koordination nicht. Nach einer
Reaktionszeit von 6 h ist in Abb. 7.38 sowohl ein weiteres d-met-Signal bei 2,54 ppm, als
auch die um —0,45 ppm hochfeldverschobene o-met-Gruppe des k°S,Nyu-Vorlauferkomplexes

sichtbar. Dieser Hochfeldshift ist typisch fiir einen «S,Nyu-Chelat und wurde auch schon von
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APPLETON et al. beobachtet [150]. Aus der zeitabhangigen NMR-Untersuchung ist ersichtlich,
dass die haufig berichtete Bildung des «2S,0-Vorlaufers und der damit verbundenen
Tieffeldshift der a-met-Signale bis 5,6 ppm in diesem Fall nicht beobachtet wird [166]. Die
chemische Verschiebungswerte der vier chromatographisch getrennten Produkte und deren
Strukturen sind in den nachfolgenden Abbildungen zu sehen.
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Abb. 7.38:  'H-NMR-Kinetik eines 10mM 1:1 [PtCly(NHs),] / achisglymetH Ansatzes
pH=20; T=25°C
@t=0,25h (b)t=2h (c)t=6h
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Tab. 7.4: Chemische Verschiebungen der cis-[PtCIl,(NHs).] / achisglymetH Produkte
Signalzuordnung achisH K3S,Nm,Ne | (gm) k3S,Nm,Ng K%S,N3
H2 8.60(s) 8.61(s) 8.09(s)
J(*H-%°PY) 18 Hz
H 1.
> 7.30(s) 7.34(s) 38(%)
Olhis 4.71(m) 4.68(t) 4.68(m)
Bhis 3.32, 3.16(dd) 3.23(m) 3.23(m)
Ol met 4.18(m) 4.39, 4.28(t) 4.68(m)
B 267-2.25(m) | 20124422715 o5 5 0o(m)
1.98(t)
Vimet 3.13, 2.61(m) 2.89, 2.61(m) 2.66(m)
Ormet 2.56(d) 2.55, 2.58(s) 2.33(d)
Ogly 4.00(m) 3.64(d) 4.14(d), 3.93(d)
ac 1.99(s) 1.98(s) 2.07(s)
15\ -64
19pt -3163
pH*-Wert 2.5 1.8 2.5 1.7
CH, 0 COOH
Vel b Ao
= N\
HN/C<\ 'IT‘HZ ClH/z \’T| (I:HZ O o (“)
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NH;  CH,
Abb. 7.39:  Strukturen von a) [{Pt(NHs)} achisglymetH-«°S,Nu,Ne]*

b) [{Pt(NH3),} achisglymetH-«°S,N3]**
¢) [{Pt(NH3)} glymetH-«S,Ny,Ng]*
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7.4.3 Das System cis-[PtCI,(NH3),] / achis(ala)smetH

Das System cis-[PtCIl>(NHs).] / achis(ala)smetH &hnelt dem cis-[PtCIl,(NHs).] / achisglymetH-
System. Auch hier bildet sich fast ber den gesamten pH-Bereich als Hauptprodukt der
tridentat koordinierte k°S,N,,Ns—Komplex. Die a-met-Protonen sind um —0,45 ppm zu hohem

Feld verschoben und die -CH3-Gruppe bei 2,56 ppm bestétigt die Schwefelkoordination.
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Abb. 7.40:  *H-NMR-Spektrum von [{Pt(NH,)} achis(ala);metH-«S,N,,,N.] (400 MHz)

Der Imidazolring des Histidins liegt unkoordiniert vor und das Massenspektrum der
Verbindung beweist die 1:1 Stochiometrie durch den Molekulionenpeak bei m/z = 753. Der
Komplex ergibt im %°Pt-Spektrum eine Verschiebung von —3091 ppm fiir eine NsS-

Umgebung des Platins.
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Der in Abb. 7.41 gezeigte UV-Spektrenvergleich mit den anderen Peptidkomplexen

verdeutlicht den k%S,N,,,Ns —Koordinationsmodus.
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Abb. 7.41: UV-Spektren k-S,Ny,Ng/x koordinierter Produkte im Vergleich

Auch in diesem System findet eine Peptidspaltung ab pH < 5 zu dem weiterhin tridentat
koordinierte k°S,N,Ns —alametH und das unkoordinierte achis(ala),H statt und bestatigt den
in der Diskussion erlduterten Mechanismus der Peptidspaltung.

Das in Abb. 7.42 dargestellte "H-NMR-Spektrum zeigt das Fehlen der Histidinprotonen und
durch die Integralverhaltnisse lasst sich die Beteiligung nur einer Alaningruppe in dem
k°S,Ny,Ns —alametH-Komplex nachweisen. Das Spektrum ahnelt dem des k°S,N,,Ne —
glymetH-Produkt sehr, da auch hier die a-met-Resonanz hochfeldverschoben und aufgrund
der Diasteriomerenbildung aufgespalten ist. Ein Hochfeldshift von —-0,52 ppm der a-ala-
Signale bestétigt die Koordination der Aminogruppe. Erwartungsgeman ist die -CH3-Gruppe
zu tieferem Feld verschoben.

Den Einfluss des Koordinationsmodus auf das UV-Spektrum von cis-[PtCl,(NHz3),] / Peptid-
Komplexen zeigt die Abb. 7.43. Die tridentate k°S,N,,Ng—alametH-Spezies ist bei einem
identischem Verlauf nur durch die zusétzliche Methylgruppe im Alanin leicht nach oben

verschoben.
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Abb. 7.42:  *H-NMR-Spektrum von [{Pt(NH,)} alametH-«S,N,,,N.]* (400 MHz)
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Abb. 7.43:  UV-Spektren der tridentat koordinierten Produkte
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Das UV-Spektrum des «S,N,,,Ns—Spaltproduktes aus dem cis-[PtCl,(NHs),] / achisglymetH-
System liegt genau Uber dem von KLEINE charakterisiertem Produkt aus dem des
[PtCI>(NH3),] / glymetH-System.

Das '*°Pt-Spektrum bestatigt mit einer Verschiebung von —3196 ppm die N3S-Umgebung am
Platin.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-3040 -3080 -3120 -3160 -3200 -3240 -3280
(ppm)

Abb. 7.44:  15Pt-NMR-Spektrum von [{Pt(NH.)} alametH-«>S,Ny,N,]* (400 MHz)

Die ,,sanfte massenspektrometrische Untersuchung durch das Elektrosprayverfahren (ESI)
gewahrleistet die Beobachtung intakter Molekilionen, wie es fur Pd(ll)-Komplexe mit

methioninhaltigen Tetrapeptiden gezeigt wurde [167].
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Der Basispeak im ESI-Massenspektrum bei m/z = 433 identifiziert die 1:1 Stéchiometrie des

Produktes mit einer am Platin noch verbliebenen NHs-Gruppe.
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Abb. 7.45:  ESI-MS-Spektrum von [{Pt(NH,)} alametH-&S,N,,,NA]*

Die Strukturen der beiden charakterisierten Komplexe, sowie die NMR-spektroskopischen

Daten sind in den nachfolgenden Abbildungen zu sehen.
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Abb. 7.46:  Strukturen von a) [{Pt(NH3)} achis(ala)smetH-k°S,Ny,Na]*
b) [{Pt(NH,)} alametH-k>S,N\,NA]*
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Tab. 7.5: Chemische Verschiebungen der cis-[PtCIl,(NHs).] / achis(ala)smetH Produkte

Signalzuordnung K3S,Nm,Na (am) k3S,Nm,Na achis(ala),H
H2 8.61(s) 8.60(s)
H5 7.30(s) 7.30(s)
Olhis 4.65(q) 4.65(m)
Bhis 3.24, 3.12(dd) 3.23, 3.15(dd)
Olmet 4.14(q) 4.38(t), 4.24(q)

Brmet 2.23-2.43(m) 2.48, 2.40, 2.27,
2.03(m)
Vet 2.81, 2.69(m) 2.89, 2.69(q)
et 2.55, 2.57(s) 2.56, 2.58(s)
Olala 4.30(m) 3.80(m) 4.33(m)
Bala 1.57, 1.36(m) 1.45(m) 1.40(m)
ac 1.99(s) 1.99(s)
opt -3091 -3196
pH*-Wert 1.6 2.1 1.9
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7.5 Diskussion

Die Charakterisierung der Reaktionsprodukte von cis-[PtCIl,(NH3),] mit den Peptiden
hisglymetH, achisglymetH und achis(ala)smetH ist im nachhinein eindeutig. Diese gelang
jedoch erst durch die Untersuchung der kiirzeren nur methioninhaltigen Peptide glymetH und
glyglymetH von KLEINE, der die Bildung der tridentaten k°S,N,,Ns —glymetH-Spezies
beobachten konnte. Die pH-abhdngige Verteilungskurve verdeutlicht die Dominanz des
Produktes Uber den gesamten pH-Bereich, das auch schon von FREEMAN et al. als

Chloridkomplex kristallisiert wurde [89].

30
—m— 1:1 (S,Ny;,Ng)
_GC.) 20 | —— 12 (S:S,NM,NG)
e —=-NP|
§ —— NP II
10 ——NP Il
—a— Peptid
0
2
pH-Wert

Abb. 7.47:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHs)] / glymetH
(1:1)

Ein Vergleich der Reaktion der beiden N-terminal ungeschitzten Peptide hisglymetH und
glyglymetH zeigt das Entstehen der thermodynamisch &uRerst stabilen tetradentaten
Koordination im Neutralen mit einer maximalen Produktkonzentration im basischen pH-
Bereich. Das tridentate k°S,N,,,Ng —Hauptprodukt ist in der glyglymetH pH-Verteilung genau
wie bei den Peptiden achisglymetH und achis(ala)smetH im Sauren zu finden. Bei der
Betrachtung der zeitabhangigen Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHs)2] mit
glyglymetH bei pH = 3,0 fallt der identische Reaktionsverlauf im Vergleich zu den beiden N-
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terminal geschitzten Peptiden auf. Zuerst bildet sich der monodentat schwefelkoordinierte k-
S-Vorléaufer, der dann zum KZS,NM-KompIex und weiter zum tridentaten K38,NM,NG-Produkt
reagiert. Der vorgeschlagene Mechanismus fiir die folgende cisplatininduzierte Hydrolyse
methioninhaltiger Peptide, die erst nach einer Reaktionszeit von 100 h einsetzt, ist in Abb.

7.50 dargestellt.
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Abb. 7.48: pH-abhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHs).] / glyglymetH
(1:1)

Das Auftreten von Spaltprodukten im glyglymetH-System bei pH-Werten groRer als 5, konnte
bei den in dieser Arbeit untersuchten Peptiden nicht bestatigt werden. Ein von KosTIC et al.
aufgestellter Reaktionsmechanismus der hydrolytischen Peptidspaltung im Sauren stimmt
nicht mit dem hier vorliegendem uberein [53]. Das kann an den unterschiedlichen
Reaktionsbedingungen z.B. der hoheren Konzentration (80 — 170 mM), der hoheren
Temperatur (60° C) und an dem verwendeten Metallfragment (PtCl,* oder Pt(en)®") liegen.
Bei KosTic entsteht aus einer monodentaten Thioetherkoordination von Platin oder Palladium
am Methionin, ein sechsgliedriger Ubergangszustand. Hierbei fungiert ein am Metallzentrum
vorhandener OH,-Ligand als Nukleophil oder gute Abgangsgruppe. Das Schema des von
KosTic vermuteten Reaktionsmechanismus ist in Abb.3.13 gezeigt. Der Unterschied zu dem

in Abb. 7.50 vorgeschlagenen Mechanismus liegt in der Bildung des sehr stabilen tridentaten
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K3S,NM,NG-KompIexes, der fur die charakteristische Abspaltung von glymetH oder alametH
verantwortlich ist. Durch den trans-Einflul des Schwefels wird die starker polarisierte
Bindung gespalten. Zukinftige Untersuchungen anhand der Peptide glyglymetglyH und

acglymetH werden zeigen mussen, welche Form der Peptidspaltung fir Cisplatin bevorzugt

ist.
50 1 — Cisplatin
—o—1:
40 | 1:1(S)
® —o—1:1(S,Ny)
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3 30 1 —m—1:1 (S,Nu.Ng)
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a 20 - .
—— ll gm (S,NM,NG)
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—a— Peptid
0 _
0,1 1 10 100 1000
Zeit [h]
Abb. 7.49:  Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHz3).] / glyglymetH
(1:1); pH = 3,00
COOH 0 COOH—l
+H" +H,0
—> NH— Pt — s + R,COOH
OH' 0 CH3 CH3
NH3 NH3
Rl

Abb. 7.50:  Mechanismus der cisplatininduzierten Hydrolyse methioninhaltiger Peptide
a) fur achis(ala)smetH: R; = achis(ala),H und R, =CHjs
b) flr achisglymetH: R; = achis und Rp;=H
c) fir glyglymetH: Ry =gly und R;=H
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Der allgemeine Reaktionsweg methionin- und histidinhaltiger Peptide ist in Abb. 7.51 zu
sehen. Zuerst koordiniert das Cisplatin am Thioetherschwefel des Methionins unter Abgabe
eines Chlorides. Das zweite noch vorhandene Cl-Atom kann durch Hydrolyse gegen eine
OH,-Gruppe ausgetauscht werden. Der daraufhin gebildete sechsgliedrige k?S,Ny-Chelat ist

ein Vorlaufer fur den tridentat k°S,N,,, Ns-koordinierten Komplex. Dieser kann dann im Falle

des hisglymetH zum thermodynamisch stabilen tetradentaten K*S, Ny, N, Ny, weiterreagieren
oder wie bei den Peptiden achisglymetH oder achis(ala)smetH bei pH < 5 zu einer
hydrolytischen Peptidspaltung fuhren. Der trans-Effekt des Schwefels und der damit
verbundene NH3-Verlust am Platin flihrt zur Entstehung der tridentat koordinierten Produkte

[87]. Die Bildung des «°S,N3-Imidazol koordiniertem Makrochelats ist nur bei den beiden

Tripeptiden zu beobachten. Der tridentate k°S,N3,N,-Komplex bildet sich nur im cis-
[PtCI,(NHs3),] / hisglymetH-System. In s&mtlichen untersuchten Reaktionen mit cis-
[PtCI,(NHs),] lasst sich im Gegensatz zum [Pt(en)(H20),]** nur eine Imidazolbeteiligung bei

Neben- und Zwischenprodukten nachweisen.

N—Pt —S N — S

| J ! /
Spaltung pH < 5
hgm - achisH
- achis(ala),H
N

NH3 NH3 NH3 Ha

| + R-Met-H | | |
NH;3— Pt— Cl ——® NHz — Pt — S — NH;— Pt—S —» N—Pt — S

| | | J \| J
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NH3 — Pt —N3 —- - NH; — Pt — N3
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NH; N

/- N, NH3
| I
— Pt
I

his

Abb. 7.51:  Reaktionsweg von cis-[PtCl;(NHs),] mit histidin- und methioninhaltigen
Peptiden ( R = hisgly; achisgly; achis(ala),)
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Dieser in Abb. 7.51 beschriebene Reaktionsweg weist Ahnlichkeiten mit dem von SADLER
und HEUDI fir Methionin beschriebenen auf [65, 87]. In beiden Fallen reagiert cis-
[PtCIo(NH3),] zundchst zum S koordiniertem Produkt, um dann den k°S,Ny-Chelat zu
bilden. Eine tridentate Koordination ist bei einer Reaktion mit der Aminosdure nicht méglich.
Die von SADLER beschriebenen Zwischenprodukte mit Cl-Beteiligung konnten in einer
zeitabhdngigen Produktverteilung mit Féllung des Chlorides nach 24 h nicht nachgewiesen

werden.
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8 Reaktionsvergleich zwischen [Pt(en)(H,0),]** und cis-[PtCl,(NH3),]

Ein Vergleich der Modellverbindung [Pt(en)(H20),]°'mit dem Cytostatikum cis-
[PtCl2(NH3),] in den pH-Produktverteilungen und den zeitabhdngigen Produktbildungen mit
den Peptiden hisglymetH, achis(ala);,metH und achis(ala)smetH l&sst die Unterschiede der
beiden Metallfragmente erkennen. Die pH-abhdngigen Produktverteilungen in den Abb. 6.30
und 7.2 der beiden Platinverbindungen mit dem Tripeptid hisglymetH zeigen einen sehr
unterschiedlichen Verlauf. Im Sauren bildet sich mit cis-[PtCl,(NHs),] der k°S,N3,N,-, der 2:1
1k°N,,N3:2k%5,N,- und der tetradentate k“S,N,,Ne,Ny —Komplex (t = 3 Wochen), wogegen
bei der Reaktion mit [Pt(en)(H.0),]** nur die k?S,N1-Spezies als Hauptprodukt (t = 4
Wochen) zu beobachten ist. Wahrend im neutralen pH-Bereich im cis-[PtCl,(NH3),]-System
nur das vermutlich k?S,N3-imidazolkoordinierte Produkt zu finden ist, entsteht mit
[Pt(en)(H,0),]**sowohl die k?5,N1-, als auch die kS,N,-Spezies. Bei pH > 9,5 dominiert im
[Pt(en)(H20),]**-System das k?N,N3-Produkt, wogegen mit [PtCl,(NHs),] die tetradentate
k*S,Nyw,Ng,N,, —Spezies tiberwiegt. Die Unterschiede in der Produktbildung sind auf die bei
cis-[PtCIy(NHs),] durch den trans-Effekt des Schwefels bedingten Verlust der NH3-Gruppe
zurlckzufihren. Hierdurch und aufgrund der ungeschiitzten Aminogruppe in hisglymetH
dominieren in der mit cis-[PtCI,(NHz3),] erstellten pH-Produktverteilung die tri-, tetra- oder
auch binuklear koordinierten Komplexe gegeniiber dem [Pt(en)(H.0),]**-System. Die
Kinetischen Untersuchungen im Sauren aus Abb. 6.32 und 7.3 zeigen einen vergleichbaren
Kurvenverlauf fir das sechsgliedrige k°S,Ny-Chelat, jedoch Uberwiegt in der mit
[Pt(en)(H20),])*" erstellten das «°S,N1-Produkt nach 4 Wochen. In der cis-[PtClo(NHs),]-
Kinetik sind zu diesem Zeitpunkt dagegen nur noch die tetradentate und die 2:1 Spezies
detektierbar. Einen interessanten Vergleich des Reaktionsverhaltens bieten die beiden
kinetischen Untersuchungen der Metallfragmente mit den ahnlichen N-geschiitzten Peptiden
achisglymetH und achis(gly),metH bei pH = 2,8 (Abb. 8.1 und 8.2). Im [Pt(en)(H,0),]*" /
achis(gly),metH-System bildet sich nach kurzer Zeit der k?S,0-Vorlaufer, aus dem dann das
k°S,Ny-Produkt entsteht und sogar nach 1000 h noch vorherrschend ist. Nach einer
Reaktionszeit von 100 h bilden sich parallel in deutlich geringeren Konzentrationen die

beiden imidazolkoordinierten k%5,N1- und &°S,N3-Komplexe. Die zeitabhangige
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Produktverteilung des cis-[PtClo(NHs)2] mit achisglymetH zeigt dagegen einige Produkte

mehr. Zu Beginn entsteht der monodentate kS-Vorldufer, aus dem sich mit einem Maximum

Peakflache Peakflache
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Abb. 8.1: Zeitabhangige  Produktverteilung des  Systems  [Pt(en)(H.0),]** /
achis(gly),metH (1:1); pH = 2,70
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Abb. 8.2: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHs)2] /
achisglymetH (1:1); pH = 2,83
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Abb. 8.3: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H,0),] ]

achis(ala)smetH (1:1); t = 4 Wochen

40
—4—1:1 am(S,Ny,Np)
g 30 —{1—achisaa
ff—(_é ——NP1
<
& 20 A —a— 1:1 (S,;Ny,Np)
—&— Peptid
10
—— NP2
0 _
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH-Wert

Abb. 8.4: pH-abhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NHz3)2] /
achis(ala);metH (1:1); t = 3 Wochen



8 Reaktionsvergleich zwischen [Pt(en)(H20),]** und cis-[PtClo(NHs),] 142

bei 24 h der k?S,N,-Chelat bildet und aufgrund des NHs-Verlusts am Cisplatin in den
tridentaten k°S,N,,Ns -Komplex (ibergeht. Sobald diese Spezies ihr Maximum nach einer
Woche durchlauft, spaltet sie sich in die beiden «S,N,,Ns-glymetH und achisH Endprodukte.
Das parallel zur k°5,N,,N; -Spezies verlaufende k?S,N3-Produkt ist nur als Zwischenprodukt
detektierbar. Diese beiden Kinetiken zeigen die groRe Bedeutung des trans-Effektes fiir die
Weiterreaktion zur tridentaten Spezies und die im achis(ala)smetH-System ebenfalls
vorhandene  Spaltung der Peptidbindung bei pH <5. Die pH-abhéngigen
Produktverteilungskurven in Abb. 8.3 und 8.4 der Platinverbindungen mit dem Pentapeptid
achis(ala)smetH weisen daraufhin, dass vermutlich nur eine k2S,N,mgao-Produkt bei Cisplatin
gebildet wird, wogegen bei der Reaktion mit [Pt(en)(H20),]** beide «?S,N1 und k%S,N3-
Spezies als Hauptprodukte vorliegen. Die Kurvenverlaufe der k%5,Ny- in der [Pt(en)(H.0).]*
und der «%,Ny,Ns-Spezies in der cis-[PtClo(NHs),]-Kinetik sind nahezu identisch. Ein
wesentlicher Unterschied stellt allerdings die ab pH < 5 mit cis-[PtCl,(NH3),] stattfindende
Spaltung des Tripeptides dar.

Die Ergebnisse verdeutlichen die in Abb. 8.5 gezeigten unterschiedlichen Reaktionswege von
cis-[PtClo(NHs),] und [Pt(en)(H20),]*" gegeniiber den geschiitzten Peptiden achis(gly).,metH
und achis(ala)smetH. Im cis-[PtCl,(NH3),]-Reaktionsweg sind die k*S,Nimidazo-Produkte nur
libergangsweise vorhanden, hingegen stellen sie mit [Pt(en)(H,0),]** die thermodynamisch
stabilen Endprodukte dar. Die hydrolytische Spaltung der Peptidbindung methioninhaltiger

Peptide nach der tridentaten Koordination ist nur mit cis-[PtCl>(NHs),] zu beobachten.

K’S,N1
[Pt(en)(H,0),] —» K’S,0 —» KSN, — >

K’S,N3

[PtCL(NH,),] > KS —> KZS!NM —> Kss)NM)NGIA
A l Spaltung bei pH <5
- achisH
v - achis(ala),H

K°S,N3 K°S,N,,,N.,, gm/am

Abb. 8.5: Reaktionswege von [PtCl,(NHs),] und [Pt(en)(H,0),]°* mit

achis(gly)i,metH und achis(ala)smetH
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9  Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die intramolekulare Konkurrenz von Histidin- und
Methioninseitenketten um das Pt(ll)-Atom in Abhéngigkeit der Peptidkettenlange im pH-
Bereich von 3 bis 11 systematisch untersucht. Zur Erfassung moglicher Koordinationsstellen
und zur Klarung der intramolekularen Migration wurde das monodentat bindende
[Pt(dien)(H.0)]** mit den Peptiden achis(ala),smetNHPh umgesetzt. Die Reaktionsprodukte
aus den Untersuchungen mit dem chelatbildenden [Pt(en)(H.0),]**-Metallfragment und den
Peptiden achis(ala),smetNHPh, achis(ala)smetH und acmet(ala)smetH wurden charakterisiert
und mit denen aus den Umsetzungen des Chemotherapeutikums cis-[PtCI,(NHs)2] mit den
Tri- und Pentapeptiden hisglymetH, achisglymetH und achis(ala)smetH verglichen.

Zum einen konnte durch Anfertigen von chromatographisch bestimmten pH-abhéngigen
Produktverteilungskurven (t = 3 Wochen; T = 40° C) Aussagen Uber entstehende
thermodyanmisch stabile Produkte getroffen werden. Zum anderen konnte die Verfolgung des
zeitabhdngigen Reaktionsverlaufes bei ausgewahlten pH-Werten zu Aufklarungen tber den
Reaktionsmechanismus  fuhren.  Zur  Auftrennung der komplexen Platin-Peptid
Reaktionsgemische wurde die reversed-phase lonenpaarchromatographie mit den
Perfluorcarbonsduren TFA, PFP und HFB verwendet. Durch Variation des
lonenpaarreagenzes, der Methanolkonzentration und der S&ulentemperatur konnten sémtliche
Trennprobleme flr die quantitative Auswertung gut gel6st werden. Die Charakterisierung der
semi-praparativ getrennten Reaktionsprodukte erfolgte durch Massenspektrometrie (FAB,
ESI), NMR-Spektroskopie (*H, *°Pt, **N) und UV-Spektroskopie.

Das Koordinationsverhalten des monodentat bindenden [Pt(dien)(H,0)]** mit dem
Pentapeptid achis(ala)smetNHPh ist im Vergleich zu den von FROHLING und WOLTERS
untersuchten Peptiden hismetH, hisglymetH und achisglymetH sehr &hnlich. Bei pH-Werten
um 3 wird fast ausschlieRlich das kS-Produkt gebildet. Am Schnittpunkt der Produktkurve des
im physiologischem pH-Bereich dominierenden k-N1-Komplexes mit der des kS-Produktes
bei pH = 5,6 liegt die binukleare 1kS:2kN1-Spezies mit maximaler Peakflache vor. Die in
Abb. 9.2 gezeigte zeitabh&ngige Produktverteilung verdeutlich die Migration vom Schwefel

zum thermodynamisch bevorzugten N1 Imidazolstickstoff Giber den 2:1 Ubergangskomplex.
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Abb. 9.1: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(dien)(H20)] 2
achis(ala)smetNHPh (1:1)
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Abb. 9.2: Zeitabhangige  Produktverteilung des  Systems [Pt(dien)(HZO)]2+ /
achis(ala)smetNHPh (1:1); pH = 8,0
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Im Reaktionsweg zum Imidazol N1 findet zuerst eine schnell Schwefelkoordination statt
(Schritt a in Abb. 9.3), die von einer langsamen direkten intramolekularen Migration (Schritt
b) zur Histidinseitenkette gefolgt ist. Alternativ kann die Koordination eines zweiten
[Pt(dien)(H,0)]**-Fragmentes (Schritt c) iiber den 2:1 pu-N1,S Komplex, mit darauffolgender
Spaltung (Schritt d) der instabileren Pt-S Bindung zum KN1 Endprodukt fuhren.
Uberraschend ist die eindeutig favorisierte Bildung des N1 gegeniiber dem Imidazol N3
Stickstoff.

[Pt(dien)]*" + [Peptid] —&— [KS]
3 b ¢| + [Pt(dien)]*
i d
[KN1] < ——— [-NL, 5]
- [Pt(dien)]
Abb. 9.3:  Reaktionsweg der Bildung des Imidazol kN1-koordiniertem
[Pt(dien)]** Komplexes

Das Reaktionsverhalten der untersuchten histidin- und methioninhaltigen Peptide mit
[Pt(en)(H20)2])** zeigt die Bildung von nur drei Hauptprodukten. In allen drei Systemen bildet
sich zuerst der k-S,Ny-Komplex und anschlieBend die beiden k>-S,N1- und k?-S,N3-Spezies.
Die zeitabhdngigen Produktverteilungen der Peptide achis(ala)metNHPh und
achis(ala)smetNHPh besitzen im sauren pH-Bereich einen identischen Verlauf. Dagegen
bildet sich mit dem C-terminal ungeschiitztem achis(ala)smetH das «?-S,Ny-Produkt deutlich
langsamer und durchlduft nach 24 h sein Maximum im Gegensatz zu 2 h bei den geschitzten
Peptiden. Daraus folgernd ist in der pH-Verteilung in Abb. 9.4 der k*SNy-Chelat als
Hauptprodukt zu finden, wogegen die beiden anderen zusatzlich C-geschutzten Peptide nur
die k%-S,Nimidazo-Makrochelate bilden. Das unterschiedliche Reaktionsverhalten muss in
Verbindung mit der sterisch anspruchsvollen NH-Phenyl Schutzgruppe stehen, die vor allem
die Bildung des k*S,0-Vorlaufers verhindert und zum anderen durch raumliche Anordnung
zu einer bevorzugten Bildung der k%S,Nimidazo-Komplexe fiihrt. Kraftfeldberechnungen
konnten die in waéssriger Losung vorliegende a-Helix-Konformation des Pentapeptides
bestatigen. Hierbei zeigen sich kleinere S,Nimigazo-Abstdnde gegeniiber dem S,Ny-Abstand

und liefern so eine Begriindung flr die Bevorzugung.
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100 -
80 1 —1:1(5,0)?
[«B]
T 1:1 (S,N1)
o
& 40 - °°°gq —a—1:1 (SN3)
—a— Peptid
pH-Wert
Abb. 9.4: pH-abhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H,0),]1**/
achis(ala)smetH (1:1)
50
40 | —1:1(S,0)?
1 —— L:1(S,Npw)
2 30
S ——1:1 (S,N1)
T |
g 20 - 1:1 (S,N3)
: ——NP1
10 —=— Peptid
0
0,1 1 10 100 1000 10000
Zeit [h]
Abb. 9.5: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems [Pt(en)(H,0),]*"/

achis(ala)smetH (1:1); pH = 4,00

Die Ergebnisse des acmet(ala)smetH-Systems bestatigen zum einen die hohe Stabilitat der Pt-

S Bindung in saurer L6ésung mit der Bildung des «*-S,S’-Komplexes und verdeutlichen zum

anderen die Kinetische Bevorzugung des weichen Schwefels gegeniliber dem harten Stickstoff
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im basischen pH-Bereich. Dort liegt nach einer Reaktionszeit von einer Woche der auf C-
terminaler Seite entstandene sechsgliedrige x-S,Ny-Chelat als Hauptprodukt vor, der sich
aufgrund des maglichen k%S,0-Vorlaufers bevorzugt auf dieser Seite bildet.

In den Reaktionen von cis-[PtCly(NHs),] mit den schwefelhaltigen Peptiden fuhrt der wegen
des trans-Effektes des Schwefels beginstigte NHs-Verlust zu einer grofieren Produktanzahl.
Im hisglymetH-System entsteht deshalb und aufgrund der N-terminal ungeschitzten
Aminogruppe Uber den gesamten pH-Bereich die tetradentate k*S,Nw,Ng,Ny-Spezies. Im
Sauren bei pH < 3 bilden sich als Hauptprodukte der tridentatkoordinierte k3S,N3,Ny-

Komplex und auch das 1k*Np,N3:2k*S,Ny-Produkt mit einer 2:1 Stéchiometrie.

40 -
1:1 am(S,Ny,Np)
% 30 | —+— achisaa
= —o—NP1
=
& 20 1 —a— 11 (S,Ny.N,)
—— Peptid
10 -
—— NP2
O _
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH-Wert

Abb. 9.6: pH-abhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCI,(NHz)2] /
achis(ala)smetH (1:1)

Die Produktverteilungskurven aus den Reaktionen von cis-[PtCl,(NHs),] mit achisglymetH
und achis(ala)smetH zeigen beide ab pH < 4 und ab pH > 7,5 das k®S,Num,Nga als
Hauptprodukt. Im Bereich zwischen diesen pH-Werten bilden sich mehrere Produkte, die
vermutlich k*S,Nmigazoi-K0Ordinationen aufweisen. Im Sauren bei pH < 4 entstehen in beiden
Systemen die tridentaten Spaltprodukte k>S,Nw,Ng/a und achisH oder achis(ala),H.

Der Verlauf der Reaktionskinetik in Abb. 9.7 verdeutlicht die zuerst stattfindende
Koordination des cis-[PtCI>(NH3),] am Schwefel des Methionins. Darauf bildet sich der
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sechsgliedrige k*-S,Ny-Chelatring, der einen Vorlaufer des kS,Nm,Na-Produktes darstellt.
Die cisplatininduzierte Hydrolyse des tridentaten Komplexes beginnt nach einer Reaktionszeit
von etwa 100 h und der zugehorige Mechanismus ist in Abb. 9.8 dargestellt. Sie ist nicht mit
den von KosTic in Kapitel 3.6 erlauterten Mechanismen erklarbar. Durch die Bildung einer
sehr stabilen k>S,Ny,Nga-Koordination, findet als Folge des trans-Einflul eine Polarisierung

und nachfolgend die Spaltung der Peptidbindung bei pH < 5 statt.

20
1:1 am(S,Np,Nap)
15 + )
—{—achisaa
[5)
S —*—1:1(9)
= 10 +
é —a— 1:1 (S,Npm,Na)
o
—— 1:1 (S,Nw)
5 A
—=— Peptid
0
1 10 100 1000 10000
Zeit [h]

Abb. 9.7: Zeitabhangige Produktverteilung des Systems cis-[PtCl,(NH3),]** /
achis(ala)smetH (1:1); pH = 2,80

COOH 0 COOH—l
\‘)J\ met \H\ met
/Iw + H + Hzo
—> NH— Pt — s + R,COOH
OH' 0 (:H3 CH3
NH3 NH3
R1
Abb. 9.8: Mechanismus der cisplatininduzierten Hydrolyse methioninhaltiger Peptide

a) fur achis(ala)smetH: R; = achis(ala); und R,=CH;

b) flr achisglymetH: R; = achisH und Rp;=H

c) fir glyglymetH: R; = glyH und R;=H
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Zusammenfassend kdnnen somit folgende allgemeinen Ergebnisse gewonnen werden:

1)

2)

3)

4)

Die bei Di- und Tripeptiden fiir Pt(dien)** zu beobachtende Migration von S zu N1 ist
auch bei der Trennung der funktionellen Gruppen durch 3 Alanineinheiten im

achis(ala)smetNHPh maglich.

Die Bildung von thermodynamisch stabilen k*-S,N1 und k*S,N3-Makrochelaten mit
Pt(en)** erfolgt im ganzen pH-Bereich 3 < pH < 10 wesentlich schneller fir die C-
geschutzten Peptide achis(ala),smetNHPh, als fir hisglymetH oder achisglymetH.
Hauptursache dafiir ist die beschleunigte direkte Bildung des k*S,Ny-Vorlaufers, der
bei den nicht C-geschiitzten Peptiden erst langsam aus einem «*-S,0-Komplex

entsteht.

Bei den Reaktionen des Chemotherapeutikums cis-[PtCl,(NHs);] mit methionin- und
histidinhaltigen Peptiden bilden sich keine thermodynamisch stabilen k%-S,Nimigazol-
Makrochelate als Endprodukte, wie sie mit der Modellverbindung [Pt(en)(H.0),]**

beobachtbar sind.

Der in Abb. 9.9 dargestellte allgemeine Reaktionsweg von Cisplatin mit
methioninhaltigen Peptiden konnte nachgewiesen werden. Hierbei entsteht zu Beginn
rasch der monodentate k-S-Vorlaufer, der dann das sechsgliedrigen «?-S,Ny-Chelat
bildet und zum tridentaten K3—S,NM,NG/A-KompIex weiterreagiert. Dieser und der bei
der Reaktion mit dem ungeschitztem Peptid hisglymetH als Endprodukt entstehende
k*-S,Nm,Ng,Ny-Komplex reagieren nicht mit dem N7-Stickstoff des 9-Ethylguanins

und fahren somit zur Inhibierung des Cisplatins.
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[Pt(en)(Hzo)z]%_> KZS,O —> KZS,NM

A
\

K’S,N3

[PtCI2(NH3)2] —>» KS —> KzslNM —> K381NM1N

K’S,N1

K’S,N3

G/IA

Spaltung bei pH <5
- achisH

- achis(ala),H

K’S,N,,,Ng,,gm/am

Abb. 9.9: Reaktionswege von [PtCl,(NHs),] und [Pt(en)(H.0),]*" mit

achis(gly)i,metH und achis(ala)smetH

5.) Die hydrolytische Spaltung von Peptidbindungen durch Cisplatin nach 100 h ab

pH < 5 konnte fur Peptide des Typs achis-(X)-metH gezeigt werden. Sie verlduft

jedoch anders, als die bisher von KosTic in der Literatur postulierten Mechanismen fir

die saure (pH = 2) Spaltung von Peptiden durch PtCl,* oder [Pt(en)(H,0).]*".
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10 Experimenteller Teil

10.1 Darstellung der Ausgangsverbindungen

10.1.1 Darstellung von [Ptl(dien)]l

[Ptl(dien)]l wurde nach der Literaturvorschrift von WATT und CuDE Uber die Zwischenstufe
Ptl,-H,0 synthetisiert [168].

1) Darstellung von Ptl,-H,O

Zu einer Losung von 2,5 g (6,02 mmol) K5[PtCl,] in 40 ml H,O werden unter Rihren bei
einer Temperatur von 90 °C 3,0 g (18 mmol) KI zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 3,5
Stunden wird der ausgefallene schwarze Niederschlag mit einer D3-Fritte abgenutscht. Der
erhaltene Niederschlag wird mehrmals mit kaltem H,O und anschlielend mit Methanol

gewaschen und im Trockenschrank bei 80° C getrocknet.

Ausbeute: 2,6 g = 5,57 mmol =92 % der Theorie

2) Darstellung von [Ptl(dien)]l

Eine Losung von 0,54 ml (4,8mmol) Diethylentriamin (98 %, technisch) in 2 ml H,O wird
unter Rihren langsam in kleinen Portionen zu einer Suspension von 2,5 g (5,35 mmol)
Ptl,-H,0 in 2,0 ml H,O getropft. Nach einer Stunde wird das zahflissige Gemisch langsam
zur Trockene eingedampft und der verbleibende Ruckstand mit ca. 100 ml H,O bei 90° C
extrahiert. Der unlosliche schwarze Rickstand wird abfiltriert und die gelbe Losung wird im
Eisbad gekihlt, worauf hellgelbe Kristalle abgenutscht werden kénnen. Dieser VVorgang wird
solange wiederholt, bis keine Kristalle mehr ausfallen. Danach wird die Mutterlauge einige
Male langsam im Vakuum eingeengt, und abgekdhlt bis sich keine gelbbraunen Kristalle mehr
bilden. Die vereinigten Produktfraktionen werden mehrmals mit wenig kaltem H,O

gewaschen und anschliefend bei 60° C im Trockenschrank getrocknet.
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Die MIR- und FIR-Spektren zeigten eine gute Ubereinstimmung mit denen der Literatur
[125].

Ausbeute: 2,10 g = 3,8 mmol = 76 % der Theorie

10.1.2 Darstellung von [PtCly(en)]

Die Darstellung von [PtCl,(en)] wurde nach HENEGHAN und BAILAR sowie BASOLO et al.

durchgefuhrt [147].

Eine Losung von 2,5 g (6,02 mmol) K,[PtCl,] in 25 ml H,O wird durch ein Eisbad auf
ungeféhr 5 °C abgekuhlt, so dass gerade noch kein K,[PtCl,] ausféallt. Unter Riihren werden
Portionsweise 300 pl einer Losung bestehend aus 1 ml Ethylendiamin (98 %, technisch) und 2
ml H,O zugegeben. Vor jeder erneuten Zugabe wird der ausgefallene zitronengelbe
Niederschlag tber eine D3-Fritte abgenutscht. Solange der Niederschlag seine zitronengelbe
Farbe behalt werden alle erhaltenen Fraktionen vereinigt und mit wenig eiskaltem H,0O,
absolutem Methanol sowie getrocknetem Diethylether gewaschen und im Trockenschrank
getrocknet. Die Farbe des Niederschlages veréndert sich nach etlichen Ethylendiaminzugaben
zum Ockergelb. Die nachfolgende Fraktionen werden verworfen, weil im IR-Spektrum
Verunreinigungen mit [Pt(en),][PtCl,] nachzuweisen sind. Die Reinheit der zitronengelben
Fraktion wurde mittels MIR- und FIR-Spektren durch Literaturvergleich bestétigt [169, 170].

Ausbeute: 1,52 g = 4,66 mmol =77 %
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10.1.3 Darstellung von cis-[PtCl,(**NHj3),]

Die Darstellung von cis-[PtCl,(**NHs),] erfolgte nach der Literaturvorschrift von BOREHAM,

BROOMHEAD und FAIRLIE [63].

1) Darstellung von [Ptly(*°*NH3)]
Zu einer Losung von 1,7 g (4,09 mmol) K;[PtCls] in 17 ml H,O werden 30 ml einer

gesattigten Kl (2,82 g = 17 mmol)-Losung gegeben. Nach Erhitzen im Wasserbad fur 5 min
fallt dunkelbraunes K,Ptl, aus. Zu dieser Lésung wird 0,48 g (8,8 mmol) *NH,CI in 8,7 ml
1M-KOH zugegeben und Gber einen Zeitraum von 30 min gerlhrt, bis sich dunkelgelbes
[Ptl,(**NHs)] bildet. Dieser Niederschlag wird mit einer D3-Fritte abgenutscht und mit

heillem H,0, Ethanol und Diethylether gewaschen und an der Luft getrocknet.

Ausbeute: 1,25 g = 2,6 mmol = 63 % der Theorie

2) Darstellung von cis-[PtClo(**NHs),]
1,25 g (2,6 mmol) [Ptl,(**NHs)] werden in 15 ml H,O mit 0,88 g (5,2 mmol) AgNO; versetzt

und unter Lichtausschluss ca. 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Agl- Niederschlag wird
bei 4° C abzentrifugiert und die darrlberstehende Losung vorsichtig abpepittiert. Die
erhaltene klare Losung wird nach der Zugabe von 0,41 g (5,5 mmol) KCI fir 15 min im
Wasserbad erhitzt und der entstehende gelbe Niederschlag nach Kihlung mit einem Eisbad
(iber eine D3-Fritte abgenutscht. Das cis-[PtCl,(*>NHs),] wird mit wenig kaltem H,O, Ethanol
und Diethylether gewaschen und an der Luft getrocknet.

Die Reinheit wird aus dem Vergleich der MIR- und FIR-Spektren des **N-markiertem und

nicht markiertem Cisplatins bestétigt.

Ausbeute: 0,65 g = 2,15 mmol = 82 % der Theorie
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10.2 Darstellung der Aqua-Komplexe

1)

2)

3)

4)

5)

6)

4 mM [Pt(dien)(H,0)](NO3),-Stammldsung flr analytische Reaktionslésungen

552 mg (1 mmol) [Pti(dien)]l werden in 10 ml H,O mit 333 mg (1,96 mmol) AgNO3
versetzt und unter Lichtausschluss ca. 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Der Agl-
Niederschlag wird bei 4 °C abzentrifugiert und die darriiberstehende L6ésung vorsichtig
abpipettiert. Der Niederschlag wird dreimal mit H,O im Zentrifugenrohrchen gewaschen,
um eine stoéchiometrische Ausbeute zu erreichen. Die erhaltene klare Lésung wird mit
H,0 auf 250 ml aufgefulit.

80 mM [Pt(dien)(D,0)](NO3),-Stammldsung fir Mikro-Ansétze

220,8 mg (0,4 mmol) [Ptl(dien)]l werden in einem Zentrifugenréhrchen in D,O
suspendiert, mit 133,2 mg (0,78 mmol) AgNO3 versetzt und tiber Nacht gertihrt. Der Agl-
Niederschlag wird auch hier bei 4 °C abzentrifugiert und die darriiberstehende klare

Losung wird abpipettiert.

15 mM [Pt(dien)(H,0)](NO3),-Stammlosung fiir semi-préparative Trennungen
Die Herstellung erfolgt in Analogie zu 1, jedoch werden 829,6 mg (1,5 mmol) und 496,9
mg (2,92 mmol) AgNO3 bendtigt, um 100 ml der 15 mM Stammlésung zu erhalten.

4 mM [Pt(en)(H,0),](NO3),-Stammldsung flr analytische Reaktionsldsungen
Fir 250 ml Stammlésung werden 326,1 mg (1 mmol) [PtCl,(en)] und 331,3 mg (1,95
mmol) eingewogen und in 10 ml H,O suspendiert. Die weitere Vorgehensweise ergibt sich

aus 1.

80 mM [Pt(en)(D,0),](NO3),-Stammldsung flr Mikro-Ansatze
Die Herstellung dieser Losung erfolgt in Analogie zu 2, mit der Ausnahme, dass 130,4 mg
(0,4 mmol) [PtCl,(en)] und 133,2 mg (0,78 mmol) AgNO5 eingesetzt werden.

15 mM [Pt(en)(H,0),](NO3),-Stammldsung fur semi-préparative Trennungen
In Analogie zu 1 werden 489,2 mg (1,5 mmol) [PtCl,(en)] und 496,9 mg (2,92 mmol)
AgNO; flir 100 ml Stammlésung verwendet.
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10.3 Darstellung der Reaktionsldsungen

10.3.1 Reaktionslésungen fur die Chromatographie

Die Darstellung der analytischen Reaktionslosungen fir die pH-abhéngigen Untersuchungen
und der Vergleichslosungen (0:2, 2:0, 1:1, 2:1) erfolgte volumetrisch. Es wurden je
eingesetztem Aquivalent jeweils 2 ml 4mM-Platin- bzw. 4mM-Peptid-Stammlésung mit Hilfe
einer Eppendorf-Pipette in einen 10 ml Messkolben tberfiihrt. Zur Einstellung des pH-Wertes
wurden die erforderlichen Aquivalente an 0,1 M NaOH oder 0,1 M HNO3 zupipettiert (-1 A
entspricht 80 ul HNO3 und +1A entspricht 80 pul NaOH). Der Messkolben wird mit H,O auf
10 ml aufgefillt, so dass sich fur 1 Aquivalent Platin- oder Peptidlosung eine
Gesamtkonzentration von 0,8 mM ergibt. Die 0,8 mM Cisplatin-Reaktionsldsungen wurden
durch Einwaage von cis-[PtCl,(NH3)2] und dem Peptid und anschlieRendem Ldsen in
bidestilliertem Wasser dargestellt. Die hergestellten Losungen fur die pH-abhangigen
Versuchsreihen werden 3 Wochen im Trockenschrank bei 40°C getempert. Um Uber diesen
langen Zeitraum eine Verénderung des pH-Werts durch CO, Eintrag in die Ldsungen zu
vermeiden, wurden diese direkt nach dem Ansetzen in gut abdichtende
Schraubdeckelgléschen (berfihrt. Unmittelbar nach der angegebenen Zeit wurden diese
Losungen chromatographiert und ihre pH-Werte gemessen. Hierzu wurde eine handelstibliche
Glaselektrode, die mit NBS-Puffern bei pH = 7,00 und pH = 4,008 kalibriert wurde,
verwendet. Die Ansédtze flr die kinetischen Untersuchungen werden (ber die gesamte

Zeitspanne bei 40° C getempert.

10.3.2 Reaktionslosungen fur die semi-praparative Ansatze

Fir die semi-praparativen Losungen wurden 20 ml der 15 mM Platinstammldsung vorgelegt
und die entsprechenden Mengen Peptid zugegeben. Die Ldsung wurde stets auf 50 ml
aufgefullt. Aufgrund der geringen Loslichkeit von Cisplatin wurden bei diesen Ansétzen 100
ml mit einer Konzentration von 1 mM hergestellt. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit
0,1 M HNOj3 bzw. 0,1 M NaOH. Die hergestellten Losungen wurden bei 40° C fiir 3 Wochen
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inkubiert. Danach wurden die Reaktionslésungen bis auf ein VVolumen von ungefahr 3 ml
eingeengt, zentrifugiert und anschlieBend mit H,O auf 7 ml aufgefillt. Mit dem geeignetem
Eluenten wurden jeweils 0,7 ml Portionen des semi-préparativen Ansatzes mit Hilfe der RPIP-
Chromatographie getrennt.

Das wahrend einer semi-praparativen Trennung anfallende Ldsungsmittel wird am
Rotationsverdampfer bei 45°C abgezogen. Der erhaltene z&hflissige Rickstand wird im
Olpumpenvakuum weiter getrocknet und anschlieBend mit getrocknetem Diethylether
verrieben. Nachdem der Diethylether abgezogen wurde, wird dieser Vorgang solange

wiederholt, bis ein pulverformiges Produkt erhalten wird.

10.3.3 Mikroansatze

Die Mikroanséatze (0,7 ml) wurden unter Verwendung der 80 mM Platin- und Peptid-
Stammlésungen und den erforderlichen Aquivalenten an 1 M DNO;z oder 1 M NaOD
dargestellt und anschlieRend bei 40 °C im Trockenschrank fiir 3 Wochen inkubiert. Aufgrund
der geringen Loslichkeit wurden die Mikroansidtze mit Cisplatin als 10 mM-
Reaktionslosungen hergestellt. Als Standard fir die NMR-Messungen wurde TSP
hinzugegeben. Die pH-Werte der D,0-L6sungen wurden direkt in dem 5 mm NMR-R6hrchen
mit einer Hamilton Spintrode (Schaftlange 180 mm) gemessen. Um Produktveranderungen
zwischen den einzelnen NMR-Messungen zu vermeiden, wurden die Proben eingefroren
gelagert. Fir massenspektrometrische Untersuchungen wurden die NMR-L6sungen einrotiert

und im Olpumpenvakuum getrocknet.

10.4 Chromatographisches System

10.4.1 Chromatographische Bedingungen

Der Fluss der mobilen Phase wurde mit 1 ml-min™ bei allen Messungen konstant gehalten.
Die Detektorwellenlédnge betrug 220 nm und der pH-Wert des Eluenten lag immer bei pH =

2,1 £ 0,1, bedingt durch die Konzentration des IPRs von 9,52 mM. Die computergesteuerte
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Datenaufnahme erfolgte unter Verwendung der Eurochrom Integration Package (Version 1.5)
incl. 20 Bit AD-Wandler der Firma Knauer mit einer Datensammelrate von 1 Hz. Das
Detektorsignal wurde mit 1V/AU abgegriffen.

Das Volumen der Probenschleife betrug bei allen analytischen Messungen 20 pl und bei den
semi-praparativen 2 ml. Die Herstellung der Eluenten erfolgte durch Mischung der jeweiligen
Volumenteile an organischem Modifier und bidestilliertem Wasser. Der Anteil des
lonenpaarreagenzes, welches zuletzt zugesetzt wurde, ist dabei vernachlassigt. Vor der
Verwendung wurden die Eluenten ca. 10 min im Ultraschallbad entgast.

Die Trennsdule wurden jeden Tag vor Gebrauch mit 15 ml Wasser vorgespilt und dann
mindestens 30 min lang der gewiinschte Eluent durch die Saule gepumpt, bis die Grundlinie
stabil war. Nach jeder Saulenbenutzung wurde mit 15 ml Wasser und 60 ml Methanol das

lonenpaarreagenz von der Sdule gespult.
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10.4.2 Chromatographische Saulen

Fur die chromatographischen Untersuchungen wurden die analytische Trennsdulen selbst
gepackt. Hierzu wurden Edelstahl-Leerrohre mit einem Innendurchmesser von dz =4 mm und
einer Lange von 250 mm mit Nucleosil 100-Cyg (endcapped, d, = 5 mm) der Firma Machery
& Nagel mit einer modifizierten Viskositdtsmethode gepackt [171]. Die Fullapparatur bestand
aus einer gasbetriebenen Verstarkerpumpe (Haskel Engeneering & Supply Co, Modell MCP-
110) und ein Fillrohr mit 4 mm Adapter. Préparative S&ulen wurden von Herrn Dr. Scheidt
vom Lehrstuhl fir Organische Chemie Il der Ruhr-Universitat-Bochum mit Nucleosil 100-Cg
Material (endcapped) mit einem Teilchendurchmesser von 10 pm gepackt.

Die verwendeten Sdulen wurden sofort nach der Herstellung mit zwei fir die RP-
Chromatographie entwickelten Testgemischen tberpriift [127, 172]. Die nachfolgende Tabelle

enthélt die Zusammensetzung der Testgemische und Testeluenten.

Tab. 10.1: Zusammensetzung der Testgemische und Testeluenten

Testgemisch 1 Testgemisch 2

Komponenten Uracil Aceton
Acetophenon Phenol
Benzol p-Kresol
Toluol 2.5-Xylenol
Phenetol

Lésungsmittel

des Testgemisches

60 % (v) CH;OH
40 % (V) H,O

80 % (v) CH3;OH
20 % (v) H,0

Zusammensetzung

des Testeluenten

66 % (v) CH3;OH
34 % (v) H,0

63 % (v) CH3;OH
37 % (v) H,0

Der Fluss betrug dabei F = 0,7 ml/min und die Detektion erfolgte bei 254 nm.

Als Ergebnis der Sdulentests konnten fir die Sdulen bei symmetrischer Peakform
Bodenzahlen von 40000 m™ bis 60000 m™ ermittelt werden.

Das Totvolumen der analytischen Trennsdulen wurde durch Auswertung von

Dispersionspeaks von Wasser und Methanol mit einem Eluenten aus 66 % MeOH/ 34 % H,0
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bestimmt. AuBRerdem erfolgte die Bestimmung durch Injektion von 20 pl einer 10 mM L3dsung
von NaNOj; in H,O unter Verwendung eines Eluentengemisches aus 50 % MeOH und 50 %
0.1 M Phosphatpuffer in H,O (v/v). Dieser Puffer wurde aus gleichen Volumina 0,1 M
NaH,PO, und 0,1 M Na,HPO, Lbésungen hergestellt.
Die Totvolumenbestimmung erfolgte jeweils bei einer Detektionswellenldnge von 254 nm
und einem Fluss der mobilen Phase von 0,7ml-min.

Die Werte fiir das gemittelte Totvolumen der verwendeten Séulen liegen bei 2,26 + 0,1 ml.

10.4.3 Verwendete Chromatographen

Fir die analytischen Trennungen standen drei Hochleistungs-Flussigchromatographen zur

Verfligung.

1) Der erster Chromatograph setzt sich aus einer HPLC-Gradientenpumpe vom Typ
LiChroGraph L-6200 und einem LiChroGraph UV/VIS-Detektor L-4250 der Firma Merck
zusammen. Die Detektorzelle hat einen optischen Lichtweg von 5 mm. Das
Injektionssystem besteht aus einem 6-Wege Injektionsventil der Firma Rheodyne (Modell
7125) in Verbindung mit einer 20 pl Probenschleife. Mit dieser Anlage wurden die in der

Arbeit dargestellten UV-Spektren bei gestopptem Eluentenfluss aufgenommen.

2) Als zweiter Chromatograph wurde eine LaChrom Anlage der Firma Merck eingesetzt,
bestehend aus einer terndren HPLC-Gradientenpumpe L-7100, einem UV-Detektor L-7400
und einem S&ulenthermostaten L-7360. Das Injektionssystem besteht aus einem 6-Wege
Injektionsventil der Firma Rheodyne (Modell 7125) in Verbindung mit einer 20 pl

Probenschleife.

3) Der dritte Chromatograph besteht aus einer Knauer HPLC-Pumpe vom Typ 64, einem
Knauer Injektionsventil A0258 mit 20 pl Dosierschleife und einem Merck L-4000A UV-

Detektor, der mit dergleichen Detektorzelle ausgestattet ist.
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Fur die semi-praparativen Trennungen wurde in Apparatur 3 ein praparativer Pumpenkopf,
eine Detektorzelle mit 2 mm Lichtweg, und eine 2 ml Probenschleife verwendet. Die semi-
praparativen Sdulen bestehen aus Edelstahlrohren mit einer Lange von L, = 25 cm und einem
Innendurchmesser von d.= 20 mm sowie Reduzierverschraubungen mit integrierten

Edelstahlfritten.

10.5 NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der 400 MHz FT-NMR-Spektren wurde an einem DRX 400 Spektrometer der
Firma Bruker bei v = 400,13 MHz von Herrn Gartmann und Herrn Barchan von der SC-
Abteilung der Fakultat fur Chemie der Ruhr-Universitdt Bochum durchgefiihrt. 80 MHz-
Spektren wurden an einem Bruker WP 80 FT-NMR Spektrometer aufgenommen. Mit einem
WP 100 FT-NMR Spektrometer wurden die 100 MHz Spektren gemessen. Als Losungsmittel
diente in allen Fallen D,O, dem als Frequenzstandard Natrium-3-(trimethylsilyl)propionat-D,
(TSP) [0 = 0,0] zugesetzt wurde. Alle Messungen wurden in 5 mm Probenréhrchen bei
Raumtemperatur (25°C) durchgefithrt. **°Pt-Spektren nahmen Herr Gartmann und Herr
Barchan mit einem DRX-400 Spektrometer bei v = 85,74 MHz und einer spektralen Breite
von 129 kHz auf. Als externer Frequenzstandard fir diese Messungen diente eine an
K,[PtCl,] gesattigte 1 M NaCl-Lésung mit & = -1628. Die **N- Spektren wurden ebenfalls am
DRX-400 Spektrometer bei v = 40,55 MHz und einer spektralen Breite von 4 kHz mit einem
1M *NH,CI Standard aufgenommen. Fiir die Bearbeitung und Auswertung der Spektren

wurde das Programm Win-NMR 6.0 von Bruker benutzt.

10.6 Massenspektrometrie

Die FAB-Massenspektren wurden von Herrn Dr. Muller von der SC-Abteilung der Fakultét
fir Chemie der Ruhr-Universitat Bochum an einem VG Autospec Massenspektrometer der
Firma Fisons unter Verwendung von 3-Nitrobenzylalkohol als Matrix aufgenommen. ESI-MS

und HPLC/ESI-MS-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Nigge am Institut fir
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Spektroskopie und Angewandte Spektroskopie (ISAS) in Dortmund angefertigt. Hierflr
standen ein doppelt-fokussierendes Sektorfeld-Massenspektrometer MAT 95 und ein

lonenfallen-MS (lon Trap) der Firma Finnigen MAT zur Verfligung.

10.7 IR-Spektroskopie

Die Aufnahme der FTIR-Spektren der dargestellten Ausgangsverbindungen erfolgte mit dem
MIR-Spektrometer 1760 X und dem FIR- Spektrometer 1700 X der Firma Perkin-Elmer als
KBr- bzw. Csl-Pressling. Die Bearbeitung der Spektren erfolgte mit Hilfe des Programms

Spectrum for Windows V 1.5 von Perkin-Elmer.

10.8 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden mit einem CD-Spektrometer J-715 der Firma Jasco, am Lehrstuhl
flr Biochemie der Pflanzen an der Ruhr-Universitat Bochum, aufgenommen. Die Messungen
wurden bei 20°C mit Kivetten der Schichtdicke 1 cm durchgefihrt, nachdem die

Probenkammer 20 min mit N, gespult wurde.

10.9 Sonstiges

Die Peptide Ac-Met-(Ala);-Met-OH, H-His-Gly-Met-OH, Ac-His-Gly-Met-OH und Ac-His-
(Ala)s-Met-OH wurden von Herrn Dr. Kalbacher am Medizinisch-Naturwissenschaftlichen
Forschungszentrum der Universitat Tubingen synthetisiert. Die beiden Peptide Ac-His-(Ala),-
Met-NH-Ph und Ac-His-(Ala)s-Met-NH-Ph wurden von Herrn Hulsbergen an der Universitat
in Leiden hergestellt. Das K,[PtCl,] stammt aus einer Spende der Firma Degussa und das

verwendete Cisplatin wurde von der Firma Chempur erworben. Das fur die Chromatographie
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bendtigte Wasser wurde mit einer Bidestillationsanlage der Firma Kottermann aufgereinigt.
Fir die Inkubation der Reaktionsldsungen wurde ein Brutschrank T6120 von Heraeus genutzt.
Die Kraftfeldberechnungen erfolgten sowohl mit dem Programm HyperChem Version 5.01,
als auch mit dem Programm MACROMODEL.

Die in dieser Arbeit angegebenen pH-Werte sind fiir den Isotopeneffekt des Deuteriums

unkorrigiert und missen fur Vergleiche um +0,41 pH-Einheiten erhéht werden [173].
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