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1  Einldtung

Aus einer neuen Studie der Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht hervor, dass weltweit
etwa 10 Millionen Menschen [1] und laut Angaben der Deutschen Krebshilfe pro Jahr in der
BRD etwa 350 000 Menschen neu an Krebs erkranken, so dass Krebs nach den Herz
Kreidauf- Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache in Deutschland ist. Im Jahre 2001
starben schéatzungsweise 210 000 Menschen in Folge einer Krebserkrankung [2].

Im allgemeinen Sprachgebrauch wird von Krebs als einer Krankheit gesprochen, doch darf
nicht darlber hinweggesehen werden, dass sich hinter diesem Begriff etwa hundert
Krankheitsformen verbergen. Allen gemein ist dabei der unkontrollierte Wachstum von
Gewebe, welches sich unbegrenzt ausdehnt, dabei |ebenswichtige Funktionen stort und damit
lebensbedrohlich wird. [3, 4]. Die Ursachen der Erkrankungen werden zum Beispiel in Gen
und Umweltfaktoren wie chemischen Karzinogenen, Strahlung und Viren vermutet, wobel
auch nichtvirale Infektionen und hormonimitierende synthetische Substanzen as mdogliche
Verursacher gelten.

Eine der bahnbrechendsten Entdeckungen in der Krebstherapie war die Entdeckung der
cytostatischen Wirkung eines klassisch anorganischen Komplexes durch ROSENBERG,

Er untersuchte den Einfluss von schwachen Wechselstrom auf den Wachstum von Bakterien
und entdeckte, dass es zu einer Hemmung der Zellteilung ohne Inhibition des
Bakterienwachstums kam, welcher zu einer Ausbildung langer fadenformiger Zellen fihrte.
Im Laufe der Untersuchungen stellte sich heraus, dass nicht der Strom sondern
Elektrolyseprodukte der Platinelektroden in der ammoniakalischen Loésung dafur

verantwortlich waren.
hu
NH,
Pi-Elekirode ——> | PHIVICL [PHTVICLINTLL), |
Weitere Untersuchungen zeigten, dass das unter diesen Umstéanden unter anderen entstehende
cis-[Pt(Cl)2(NHz)2], auch Cisplatin genannt, den filamentésen Wachstum bewirkte [5-9].
Cigplatin ist auch bekannt als Peyronesche Salz, benannt nach Michele Peyrone, der es zuerst

synthetisierte [10].
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Cisplatin wird als Einzelpréparat oder in Verbindung mit anderen, synergistisch wirkenden
Zytostatika wie Bleomycin, Vinblastin, Adriamycin, Cyclophosphamid, Doxorubicin oder
Ethidiumbromid gegen Hoden, Ovarial-, Blasert und Lungenkarzinome sowie gegen Tumore
im Hals-Kopf-Bereich eingesetzt [11]. Die deutlich gesunkene Mortalitét bel Hoden und
Blasenkrebs ist zumindest teilweise auf die bis Gber 90 % angestiegenen Heilungschancen fir
diese Tumorarten zurtickzufUhren. Cisplatin ist seit 1983 das umsatzstérkste Cytostatikum in
den USA [12].

Dosidlimitierend in den Behandlungen mit Cisplatin sind die starken Nebenwirkungen, wie
die Nephrotoxizitét, die Otoxizité, die Myelotoxizitdt, Beeintréchtigungen des
Gastrointestinalbereichs  sowie periphere Neuropathien, wobei dort vor alem die

Nierenschadigung und die Knochenmarkschadigung stark einschrankend sind.

1.1 Reaktionsverhalten von Cisplatin in vivo

Das seit 1978 zugelassene Cisplatin wird normalerweise in einer wassrigen salzhaltigen
Losung dem Patienten intravends verabreicht, dabei bindet sich ungefdhr 50 % an
Serumproteine und der Rest wird wieder ausgeschieden. Aufgrund der hohen
Chloridkonzentration im Blutserum ( [CI] = 0,104 mol*™) verbleibt Cisplatin unveréndert, so
dass es als neutrales Molekil passiv durch die Zellmembram in das Cytoplasma diffundiert,
wo die Chlorid-Konzentration sehr viel geringer ist ( [CI] = 0,3 mmol*%) [13]. Durch
Hydrolyse entstehen kationische Komplexe, die sehr viel reaktiver sind und zum Polyanion
DNA diffundieren (s. Abb.1.1). Die durch Deprotonierung entstehenden Hydroxospezies sind

allerdings wiederum unreaktiver.
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Abb. 1:1: Hydr ol ysereaktion des Antitumor pré&parats Cisplatin

Die unter physiologischen Bedingungen dominierenden Spezies sind rot gekennzeichnet,
wobel beide bei pH = 7 in nahezu gleiche Mengen vorliegen [14]. MARTIN untersuchte das
Hydrolyseverhalten von Cisplatin in Chloridlésungen und konnte zeigen, dass in einer 100
mM Chloridldsung das Cisplatin unverandert vorliegt [15]. HAHN konnte in seinen Arbeiten
zeigen, dass eine Chloridldsung von 4 mM die Hydrolyse von Cisplatin nicht beeinflusst [16],
wodurch die Arbeiten von HOUSE und MILLER bestdtigt wurden, die eine vollstandige
Hydrolyse von Cisplatin mit [CI] =4 mM bel pH = 7,4 und T = 37° C nach cirka 2 Stunden
beobachteten [17]. NAGATA ET AL bestdtigten die experimentellen Befunde der
Cigplatinhydrolyse anhand eines mathematischen Modells [18].

Die ersten Hinweise, dass die DNA das zellulére Ziel des Antitumorpréparats ist, wurde
schnell bestétigt und flhrte dazu, dass die moglichen Reaktionsprodukte charakterisiert
wurden.

Cigplatin reagiert mit der DNA bevorzugt durch die Koordination an den Ny-Atomen der
Purin-Nukleobase Guanin, die in den grof3en Furchen der DNA fir eine Platinierung gut zu

erreichen ist. Eine weitere mogliche Koordinationsstelle ist das N7 des Adenins.
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In einfachen cytoplasmafreien Systemen konnte gezeigt werden, dass die Reaktionen
zwischen Antitumorpréparat und DNA eher kinetisch als thermodynamisch kontrolliert sind,
wobel der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Hydrolyse des Cisplatins ist [19]. Die
Reaktionen von Cisplatin mit DNA in vivo fihren zu einer Reihe von Produkten, wobel die
Koordinierung zweier Basen desselben Strangs oder eines komplementéren Strangs statt
finden kann, was im ersten Fall zu Intrastrang- und im zweiten Fall zu Interstrangprodukten

fhrt (s. Abb. 1.2).

Inirasirane
=

1,2-d{G,(G} | 47 - 50 %a)

Iniersirang
1.2-HOLGY T - 2 %)

Intrasirang
L3-HO L) und 1,305,000
[%- 1d%]

arofle Furche

[nirasizng

2-K AL} |23 - 2R 2

PFrotem - DN A Prasduket

Abb 1.2 Reaktionsprodukte von Cisplatin mit DNA; typische Populationen sind in

Klammern angegeben
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Das dominierend Hauptprodukt ist das 1,2-d(G,G)-Intrastrang Produkt, in dem zwei
benachbarte Guaninbasen involviert sind [13]. Ein weiteres Produkt ist ein 1,2-d(A,G)-
Interstrang, und das 1,2-d(G,G)-Interstrangprodukte sowie ein 1,3- und 1,4-d(G;G)-Produkt,
in dem die beiden Nukleobasen nicht mehr direkt benachbart sind. Die Bildung einer
koordinativen Bindung zwischen Cisplatin und DNA bewirkt eine strukturelle Storung der
helicalen Struktur, wobei die DNA um bis zu 35° gebogen wird, alerdings ist noch nicht
geklart ob dann Reparaturmechanismen, wie die Nucleotide Excision Repair (NER), akitiviert
werden, oder ob die Bindung sogenannter High Mobility Groups (HMG), die sich
ausgleichend an der Verkrimmung anlagern, die DNA-Platin- Addukte flr eine Reparatur
blockieren [13, 20], oder ob ein Zusammenwirken mehrerer Faktoren die Sensitivitdt eines
Tumors gegeniiber Cisplatin bewirken [21].

1.2 Cigplatinanaloge Antitumor prapar ate

Neben den starken Nebenwirkungen wird im Laufe der Anwendung von Cisplatin durch eine
auftretende Wirkstoffresistenz der therapeutische Effekt eingeschrankt [22-24]. Die
Resistenzentwicklung ist genauso wie der Reaktionsmechanismus noch nicht vollstandig
geklart. Mdgliche Erklarungen werden in der Literatur diskutiert. Dazu z&hlen die méglichen
Verénderungen des transmembranen Transports von Cisplatin [25], die Desktivierung von
Cisplatin durch intrazellulare Thiole [26-27], verbesserte DNA-Reparaturfahigkeit [28],
Beeinflussung der Aktivitét der Proteinkinase, Variationen im Folat-Metabolismus und in der
Expression von Onkogenen [29]. Aus Grinden der Unvertréglichkeit und der Resistenz
wurden eine Vielzahl von neuen cisplatinanalogen Verbindungen getestet von denen nur
wenige die klinischen Studien erreichten. Eine kleine Auswahl an platinhaltigen Cytostatika

sind in der nachfolgenden Abbildung 1.3 présentiert.
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Abb. 1.3: Strukturen einiger platinhaltiger Antitumor préparate

In Zellen, die eine Resistenz gegentiber Cisplatin entwickelt haben oder besitzen, ist die
Konzentration an intrazelluldren Thiolen erhdht. Fir eine erfolgreiche Therapie bei
entwickelter Resistenz wurde eine Verbindung gesucht, die eine geringere Reaktivitét
gegenuber schwefelhatigen Verbindungen besitzt. Das fihrte zu AMD 473 einem

cisplatinanalogen Préparat der dritten Generation, bel dem ein Amminligand durch ein 2
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Methylpyridin ersetzt wurde. Die Methylgruppe des aromatischen Liganden befindet sich fast
senkrecht zu der quadratisch-planaren Koordinationseben des Platins und behindert einen
axialen Ligandenaustausch cis zum aromatischen Liganden. AMD 473 befindet sich in der
klinischen Erprobungsphase Stufe I1l, in denen geringere Resistenzfaktoren gegenuber
Cisplatin bestétigt werden konnten. In der Anwendung zeigt sich, dass sich die Myelotoxizitét
(hauptsachlich: Thrombopenie) dosislimitierend auswirkt, wohingegen keine Anzeichen von
Nephro- oder Neurotoxizitét auftreten [30]. Darliber hinaus zeigten die letzten Studien, dass
AMD 473 auch bei einer oralen Verabreichung eine Tumorinhibierung aufweist. Der
therapeutische Index entspricht dafir ungeféghr dem fur JM-216, das en ora zu
verabreichendes Medikament in der klinischen Erprobungsphase 11 ist [30]. Ein AMD 473-
analoger Komplex ist AMD 494, bei dem 2Methylpyridin durch unsubstituiertes Pyridin
ersetzt wurde.

An dieser Stelle seien auch einige Cytostatika der zweiten Entwicklungsgeneration genannt,
in der sich die Erkenntnis zunutze gemacht wurde, dass die Toxizitét einer platinhaltigen
Verbindung stark von der Labilitét ihrer Leaving-Groups abhangt [31-32], so dass die beiden
Chlorliganden durch einen Chelatliganden ersetzt wurden. Das Carboplatin wird heute as
Hochdosenprdparat weltweit eingesetzt, Nedaplatin findet Anwendung in Japan und
Oxaliplatin befindet sich in der klinischen Erprobungsphase I1.

Das Reaktionsverhalten von Carboplatin mit  methioninhaltigen Peptiden und
Oligonukleotiden wurde erst kirzlich im Rahmen einer Doktorarbeit von KLEINE untersucht
[33-34].

1.3 Reaktionsverhalten von Cisplatin  gegentber schwefelhaltigen

Verbindungen

Wie schon in Kapitel 1.1 kurz erwéghnt ist das Reaktionsverhalten von Cisplatin und seiner
Analoga gegentiber schwefelhaltigen Peptiden von grof3er Bedeutung, da vermutet wird, dass
auch sie einen entscheidenden Beitrag zur Toxizitdt von Antitumorpraparaten leisten [35]. Die
aus diesem Grunde verabrei chten sogenannten rescue-agents sind in Regelfall schwefelhaltige

Liganden. Eine kleine Auswahl wird in Abbildung 1.4 prasentiert.
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Abb.1.4. Strukturen einiger potentieller Rettungsreagenzien [ 36]

Besonders zu betonen sind die vielversprechenden Ergebnisse, die man mit der Verbindung
WR-2721 erzielt, das inzwischen in einigen europaischen Landern registriert ist, wobei WR-
2721 eigentlich kein Rettungsreagenz darstellt. Es wird erst nach einer Cisplatininfusion
verabreicht und wirkt daher as Vorstufe oder Precursor (pro-drug), das in seine aktive Form

WR-1065 umgewandelt wird. Es zeigte sich, dass die schweren Nebenwirkungen wahrend der
Chemotherapie reduziert wurden [36].
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2 Problemstellung

Im Mittelpunkt der hier vorliegenden Arbeit steht das Reaktionsverhalten der platinhaltigen
Komplexe AMD 473 und AMD 494 gegenuiber schwefelhaltigen Peptiden.

Nach der intravendsen Injektion auf dem Weg zum Zellkern sind weiche Nucleophile
bevorzugte Koordinationsstellen fir das weiche Platinatom. ES wird angenommen, das darin
eine Ursache der Toxizitét von Cisplatin besteht. Die Auswahl von AMD 473 zu
medizinischer Nutzung beruht alein auf der Tatsache, dass AMD 473 eine sehr vie
langsamere Reaktion mit schwefelhaltigen Verbindungen, wie GSH, zeigt. Tatsachlich
konnten klinische Studien bei chemotherapeutischen Behandlungen mit AMD 473 deutlich
mildere Nebenwirkungen als bel Cisplatin-Behandlungen bestdtigen. Dieses divergente
Reaktiorsverhaten von AMD 473 gegentiber Cisplatin soll hier im Laufe dieser Arbeit mit
Hilfe der Modelverbindung N-Ac-Gly-Gly-Met-OH, N-Ac-Gly-Met-Gly-OH und N-Ac-Met-
OH eingehender untersucht werden, wobel auch der Platinkomplex AMD 494 eingesetzt wird.

Die Reaktionen von platinhaltigen Metallkomplexen mit DNA in Gegenwart von N-Ac-Met-
OH ds Modédl fur schwefelhatige Peptide wird mit Cisplatin untersucht. Es werden dazu als
Nukleotidmodellverbindungen 5-GMP* und im weiteren Verlauf der Arbeit das
Oligonukleotid d-ATGGTA eingesetzt.

Zur  Anayse der  moglichen  Produktbildung  wird die  reversed-phase
Hochle stungsfltissigkeitschromatographie (RP-HPLC) verwendet, wobei vorwiegend die
reversed-phase  lonenpaarchromatographie  (RPIPC)  eingesetzt wird. In  den
chromatographischen Untersuchungen von Systemen mit dem Oligonukleotid wurde die
Variante der lonenunterdrickung genutzt. Die thermodynamisch  beginstigten
Reaktionsprodukte werden durch eine pH-abhangige Untersuchung nach einer Inkubationszeit
von 3 Wochen (504 Stunden) bel T = 40° C bestimmt. Reaktionsmechanistische Aussagen
kénnen mit Hilfe von zeitabhdngigen Untersuchungen von Analysenlésungen mit
variierendem pH-Wert getroffen werden. Die RPIPC ist neben der qualitativen
Produktbestimmung auch fir die semi-praparative Trennung fir eine Vielzahl von Produkten
geeignet, die sodann NMR-spektroskopisch und massenspektrometrisch charakterisiert
werden konnen. In einfacheren Systemen wird die ESI / MS-Kopplung zur

Produktcharakterisierung genutzt.
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Die aus den Versuchsreihen gewonnen Erkenntnisse sollen vor alem folgende Fragen und

Problemstellung beantworten:

a)

b)

d)

Was bewirkt die Substitution eines Amminliganden durch Pyridin bei AMD 494 und
2-Methylpyridin bei AMD 473 im Reaktionsverhaten gegentiber schwefelhaltigen
Peptiden im Vergleich mit Cisplatin und Carboplatin?

In welcher Art beeinflusst der Substituent am aromatischen Liganden das
Reaktionsverhalten von AMD 473 im Gegensatz zum unsubstituierten Pyrdinliganden
bei AMD 494?

Systematische chromatographische und qualitative Untersuchung des ternéren Systems
Cisplatin / N-Ac-Met-OH / 5-GMP? mit anschliefender Charakterisierung der
Reaktionsprodukte

Werden durch die Reaktionen von Cisplatin mit 5'-GMP* in Anwesenheit von N-Ac-
Met-OH in vivo Bedingungen imitiert? Ist eine beschleunigende Wirkung des Peptids
auf die Reaktion von Nukleotid und Pt(I1)-Komplex unter Bildung ternédrer Platin /
Peptid / Nukleotid-Komplexe zu beobachten, die einen Transfer vom Cisplatin zum

Nukleotid ermoglichen?

Koénnen die durch die Untersuchungen mit 5-GMP? gewonnen Erkenntnisse auf
grolRere  DNA-Modellsysteme  Ubertragen  werden? Ist eine  wirkliche
Konkurrenzreaktion zwischen DNA-Reaktion und Peptidbindung des Pt(I1)-Fragments
zu beobachten?
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3 Kenntnisstand

Die Entwicklung von Cytostatika die auch bei cisplatinresistenten Zellen eine Anti- Tumor-
Wirkung besitzen, basiert unter anderem auf der Erkenntnis, dass die erworbene Cisplatin-
Resistenz auch durch eine gesteigerte intrazellulére Entgiftung durch eine Resktion mit
Thiolen beruht [30]. Auch AMD 473 ist ein aus diesem Hintergrund entwickeltes Anti-
Tumorpraparat [37-39].

Es zeigte sich in den préklinischen Untersuchungen, dass AMD 473 neben seinen
cytostatischen Wirkungen eine Aktivitdt gegeniber Platin resistenten Zelllinien und einem
milderen Toxizitdtsverhalten als Cisplatin besitzt [38]. Dartber hinaus wird eine oral zu

verabreichende Formulierung von AMD 473 entwickelt [30].

3.1 Reaktionsverhalten von AMD 473 und AMD 494

Allgemein akzeptiert ist, dass platinhaltige Komplexe erst nach der Hydrolyse mit der DNA
reagieren, da eine direkte Reaktion nie beobachtet wurde [40-43].

Die Hydrolyse von AMD 473 untersuchten SADLER ET AL anhand von *H/ ®N-NMR-
spektroskopischen Untersuchungen [37]. Der Chlor-Ligand trans zum 2Methylpyridin wird
bei AMD 473 langsamer substituiert als es bei Cisplatin zu beobachten ist (ty» = 6,0 h fur
AMD 473 und t» = 1.8 h fur Cisplatin), aber deutlich schneller as der Chlor-Ligand trans
zum Amminliganden. Darlber hinaus sind auch die pK,-Werte der entsprechenden Aqua-
Komplexe um 0.3 Einheiten niedriger as bei Cisplatin [44-45]. Beide Effekte bewirken

vermutliche eine langsamer Reaktivitdt und Aktivitét in intrazelluléren Prozessen [46].

In der folgenden Abbildung 3.1 wird das Hydrolyseschema von AMD 473 préasentiert.
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Abb. 3.1: Hydrolyseschema von AMD 473 [ 37]

Das Hydrolyseverhdten von AMD 494 wurde

innerhalb  unserer  Arbeitsgruppe

chromatographisch mit ty, = 2.3 h bestimmt. Die Halbwertzeit des pyridinhaltigen Komplexes

unterscheidet sich damit kaum von der Halbwertzeit des Cisplatins (t12 = 1.8 h).

Die Hydrolysekonstanten der einzelnen Platinkomplexe sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tab.3.1: Hydrolysekonstanten von Cisplatin, AMD 494 und AMD 473 [37, 44, 47]
Komplex k[s*x10°]|tyz [N | c(CF) [mol x '] | T [°C]
Cigplatin 1.7 18 0.1 25
7.51 18
AMD 473 trans | 3.2 6.0 01 25
AMD 473cis |2.2 8.7
AMD 494 2.3 0.0 25

Pharmakokinetische Parameter von AMD 473 untersuchte die Arbeitsgruppe um BLAIR unter

zu Hilfenahme der LC / MS —Kopplung anhand von Plasmaproben [48-49].
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HOLFORD ET AL. bestimmten das Reaktionsprofil von Cisplatin, AMD 473 und AMD 494
gegeniber weichen Nucleophilen anhand von Leitféhigkeitsmessungen, wobel dazu
Thioharnstoff als schwefelhaltige Verbindung eingesetzt wurde. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3.2 dargestellt [50].
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Abb. 3.2: Leitfahigkeitsmessungen  von  Platinkomplexen  gegentber ~ weichen
Nukleophilen [50]

Cigplatin und AMD 494 reagieren sehr rasch mit der schwefelhaltigen Verbindung, im
Gegensatz zu AMD 473. Das bedeutet, wird die Grof3e des Liganden am Metallzentrum von
Cigplatin Uber AMD 494 zu AMD 473 erhdht, wird eine Abnahme in der Reaktion mit
weichen Nukleophilen erreicht. Weiterfihrende in vivo imitierende Studien konnten auch in
zelluldren Prozessen einen Affinitétsmangel gegentiber schwefelhaltigen Verbindungen weiter
bestétigen [51-55].

GIBSON ET AL. untersuchten den Einfluss groRerer Liganden auf die Reaktionen zwischen
Proteinen und AMD 473-analogen Verbindungen und konnten zeigen, dass die Reaktionen
mit Methioneinheiten der Proteine Ubiquitin und Myoglobin langsamer waren, da der sterisch

anspruchsvollere Ligand eine Koordination am Platin behindert [56].
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3.2 Reaktionen von AMD 473 mit Oligonukleotiden

AMD 473 bestétigte in der ersten Phase von klinischen Studien eine Wirksamkeit gegentiber
Zéllinien, die eine Cisplatin-Resistenz erworben hatten. Es ist daher wichtig, die Art und
Weise wie ein Ligand die Natur einer platininduzierten DNA-Liaison beeinflusst, zu
verstehen. Wie zuvor beschrieben, spielt der sterische Effekt des 2-Methylpyridin eine
wichtige Rolle in der Bestimmung der Hydrolysekonstanten und  dem
reaktionsmechanistischen Verhalten gegeniber schwefelhaltigen Verbindungen und kleinen
Nukleotideinheiten [57].

In den Reaktionen mit einer DNA-Duplex zeigte sich eine hohe Stereoselektivitét, da sich
vorwiegend nur ein Stereoisomer als Hauptprodukt bildete. In Abbildung 3.3 wird das
Reaktionsschema prasentiert, welches aufgrund von 2D-NOESY-Untersuchungen vermutet
wird [46]:

/N 7N
N/ I NS VAR
A \\_ e —\\‘ //
Mudhv (LRt Nayl-l - et Mahvl-In

Abb. 3.3: Reaktionspfade von AMD 473 mit DNA-Duplex, die Hauptprodukte sind blau
unterlegt [46]
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Die Monoaquaspezies mit HO trans zu 2-Methylpyridin reagiert schneller mit DNA, so dass
die Bildung monofunktioneller Addukte mit N; der Nukleotidbase Guanin in Position trans
zum aromatischen Liganden gegeniiber solchen Produkten mit N7 der Nukleotidbase Guanin
in cis-Position zum 2-Methylpyridin bevorzugt wird. Die 3'-G-monofunktionellen Pt(11)-
Produkte bilden sich gewthnlich schneller as Pt(I1)-5-G-Produkte und unterliegen schneller
einem Ringschluss [58-60]. Gilt dies auch fur AMD 473 kann das zusammen mit der
Préferenz der Substitution trans zum aromatischen Liganden eine Begrindung fir die
bevorzugte Bildung des hfunktionellen Addukts mit dem Ny-Atom der 3'-Guaninbase in
trans Position zum 2-Methylpyridin sein. BAUER ET AL. unterstreichen die Bedeutung des 2-
Methylsubstituenten, da in ihren Untersuchungen von cis- und trans-[PtCI(NHs)2(4-
Methylpyridin)] eine bevorzugte Bildung von Monoaddukten auftrat, in denen der
Methylsubstituent weiter von der Koordinationsebene entfernt lag [61]. GIBSON ET AL.
untersuchten das Reaktionsverhalten von trans-Isomeren AMD 473-analoger Verbindungen
gegenuber DNA und konnten eine Anti- Tumoraktivitét feststellen [62].

3.3 Reaktionsverhalten von Cisplatin

Obwohl der Mechanismus der Wirkungsweise von Cisplatin und seiner Analoga nicht
vollstandig geklart ist, kann davon ausgegangen werden, dass die DNA das hauptsachliche
Ziel darstellt, wie bereits in Kapitel 1 erlautert. Der Transport durch die Zellmembran und die
Bildung moglicher Intermediate mit Proteinen wird immer noch in der Literatur diskutiert,
wobei die Hydrolyse von Cisplatin, sein Transport zur DNA und die Bildung von Nukleotid-
Platin- Addukten, sowie die bevorzugte Platinierung der DNA an den N7 der Guaninbasen mit
der daraus resultierenden strukturellen Veranderung der DNA akzeptiert sind. Dabel ist
sicher, dass die Reaktion mit der DNA die Hydrolyse voraussetzt (s. Kap. 1.1) [58-59, 63-65].

Gegenstand einer Vielzahl von Untersuchungen ist das Reaktionsverhalten von Cisplatin mit
schwefelhaltigen Peptiden, da nach dem Prinzip der HSAB Platin als weiches Element den
ebenso klassifizierten Schwefel zur Bindung bevorzugt. Die bevorzugte Reihe der Liganden
fur Platin stellt sich wie folgt dar [66]:
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SH > Gua> SR > ImH* > NH3" > COO

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Pt(11)-Komplexe sind potentielle Koordinationsstellen
die terminalen Aminogrupppen, die Amidstickstoffe des Peptidrickgrats sowie die
Schwefelatome des Methionins, wobei die Carboxylatgruppen unter stark sauren
Bedingungen als koordinative Stelle bevorzugt werden. Zur einer Voraussage der mdglichen
Produkte ist alerdings noétig, auch die elektronischen Einflisse und die kinetischen und
sterischen Praferenzen zu beriicksichtigen, wobel die Bildung von Finf- oder Sechsringen

thermodynamisch bevorzugt ist.

3.4 Reaktionen von Cisplatin mit Methioninhaltigen Verbindungen

Die hohe Affinitét des Cisplatins zu Schwefelatomen zeigt sich in der Tatsache, dass nach
einem Tag bis zu 98 % des intravends verabreichten Antitumorpréparates an Protein
gebunden ist, wobel hauptsachlich das Serumprotein Albumin koordiniert wird [67-68].

Das Reaktionsverhalten von Cisplatin gegentiber schwefelhaltigen Peptiden wird zumeist an
kleineren Bioliganden wie H-Met-OH untersucht, wobel die Produktzuordnung unter
Zuhilfenahme von NM R-spektroskopischen Methoden erfolgt.

ALLAIN ET AL konnten zeigen, dass die Reaktionen von Cisplatin mit £hwefelhaltigen
Verbindungen durch Hydrolyse mal3geblich beeinflusst werden. Sie zeigten, dass cis
[PtCI(H,0)(NH3),]" sehr viel schneller mit Methionin reagiert, als Cisplatin selber [69].
LEGENDRE ET AL und KOZELKA ET AL. gehen davon aus, dass die Diaqua- und / oder die
Aqua/ Hydroxo-Spezies an die DNA koordinieren [70-71].

Die Arbeitsgruppe um SADLER konnte die Reaktionsprodukte unter zu Hilfenahme der
multinuklearen NMR-Spektroskopie eindeutig charakterisieren [72]. Es bildet sich unter
Abspaltung eines Chlorliganden das monodentat koordinierte k-S-Intermediat, welches dann
entweder unter Abspaltung eines weiteren Chlorliganden oder eines Amminliganden zum k?-
S,Ny—Chelat (Komplex 14 bzw. Komplex 13) weiterreagiert (s. Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 Reaktionen von Cisplatin mit Methionin [72]

Alternativ zur Abspaltung des Chlorliganden kann eine cis-trans-1somerisierung auftreten.
Nach Koordination eines weiteren Methionins zu einer 1:2-k-Sk-S'-Spezies (Komplex 15),
entsteht der k*-S,Nwk?-S Ny’ (Komplex 7), wobei die Schwefelatome in trans-Position
zueinander stehen. Durch die cis-trans-1somerisierung wird der Komplex 6 gebildet, der das
stabile Endprodukt der Reaktion ist [73]. Komplex 6 wird auch Uber die beiden unteren
Reaktionswege erreicht. Die Isomeriserung des trans-Produkts wird auch von BERNERS-
PRICE ET AL bestédtigt [74]. Die Bildung der k*-S,Num:k*-S ,Nw’'-Spezies wird nur bei
kleineren Peptideinheiten beobachtet, da HAHN und KLEINE in ihren Arbeiten eine solche

Koordination bei langeren Peptidseguenzen nicht beobachten konnten [33, 16].

In Reaktionen von Cisplatin mit dem Serumprotein Albumin konnte SADLER eine
Koordination des Platins an ein Methionin wie auch an ein Cystein nachweisen [75].
Zusétzlich zu den monodentat koordinierten Komplexen entstand neben dem k?-S,Ny auch
ein Protein-Crossinkprodukt, da der starke Trans-Effekt des Schwefels einen Verlust eines
Amminliganden bewirkt.
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In Arbeiten, die sich mit den Reaktionen von Cisplatin und Transferrin, einem 80 kDa Protein
das Eisen im Plasma transportiert, beschéftigen, konnten HOESCHELE und SADLER zeigen,
dass die bevorzugten Koordinationsstellen die Positionen Met 256 und Met 499 sind [76]. Die
Bildung eines k*-S,Ny-Chelats konnte allerdings nur bei rekombiniertem N-lobe und nicht
bei demintakten Protein beobachtet werden.

KEPPLER bestétigte die Dominanz der Methioninkoordination im Albumin [77], im Gegensatz
Zu JOHNSON ET AL., die in massenspektrometrischen Untersuchungen eine Koordination am
Threonin 457 fanden [78]. GIBSON ET AL. belegten massenspektrometrisch eine bevorzugte
Cisplatin-K oordination am Met 1 sowie His 68 [56, 79-80]. Einen guten Uberblick iber die
Reaktionen von Pt(I1)-Komplexen mit Peptiden geben die in unserer Arbeitsgruppe erstellten
Arbeiten, sowie die Arbeiten von APPLETON und REEDIXK [81-91]. Hahn und Wolters
untersuchten die Reaktionen des Komplexes Pt(en) mit verschiedenen Peptiden. Es bestétigte
sich dort die Bildung der Chelatkomplexe [16, 81, 87].

Dariiber hinaus wurde das Migrationsverhalten Pt(dien) untersucht, wobei nach der Bildung
des kinetisch bevorzugtem k-S eine Wanderung des Platinatoms zum thermodynamisch

favorisiertem k-N(Guanin) beziehungsweise k-N(Imidazol) zu beobachten ist [66, 92-97].

35 Konkurrenzreaktionen von Peptiden und Nukleotiden mit Pt(l1)-
Komplexen

Der cytotoxische Effekt des Cisplatins wird vermutlich in der Bildung von intrastrang
Produkten begrindet, in denen zwei benachbarte Guaninbasen eines DNA-Stranges
koordiniert sind [98]. Kristallstrukturen und NM R-spektroskopische Untersuc hungen belegen
die Koordination des Platinatoms an N; der Guaninbasen von Oligonukleotiden [100-102].
Die head-to-head Konformation und intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen konnten
ebenfalls bestétigt werden [103-104].

Intermolekulare Konkurrenzreaktionen zwischen Peptiden und Nukleotiden mit Cisplatin
wurden mit Hilfe der Peptidmodellverbindungen N-Acetylmethionin und 5 -GMP? und GpG
als Nukleotidmodellverbindung, untersucht [105-106].

SADLER untersuchte die Reaktionen von Cisplatin mit 5-GMP? in Gegenwart von HMet-
OH. Er konnte folgendes Reaktionsschema bestétigen [105]:
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Abb. 3.5: Schema der Reaktion von Cisplatin mit 5 -GMP? in Gegenwart von H-Met-OH
[105]

Es bildet sich entweder durch Hydrolyse Komplex 7 oder durch die direkte Reaktion mit
einem Peptid Komplex 2. Das monodentate k-S kann durch den Verlust eines weitern
Chlorliganden den k?-S,Ny -Chelat bilden (Komplex 3).

Der k-S-Precursor kann alerdings auch mit einem weiteren Peptid zum k-Sk-S' oder durch
Austausch des koordiniertem Peptids mit einem Nukleotid zum k-N- reagieren.

Eine weitere Alternative ist die Bildung eines ternéren k-Sk-Nv, wobei dieses nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte. Das ternére k-S:k-N- sowie auch das monodentate k-S kénnen
zum k-N7:k-N7 welter reagieren. In dieser Arbeit wurde auch die Reaktionsbeschleunigung
durch die Anwesenheit von Methionin beobachtet, die auch von KEPPLER bestétigt wurde
[107-108].

In einer weiteren Arbeit mit Pt(en) zeigte SADLER, dass die Anwesenheit von 5'-GMP* (pH
ungefahr 4) eine k®-S,Ny Ringdffnung erméglicht [106]. Es entsteht ein k-S:k-N-
koordinierter Komplex, der bei Reaktionen mit GpG langsamer zum k>-N7N’; weiterreagiert,
asesbei 5-GMP* beobachtet wurde.

Peleg-Shulman et a. konnten in ihren Studien eine Spaltung der Protein-Platin-Bindung bei
pH = 6.4 in Anwesenheit von 5'-GMP* nicht beobachten [109)].
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Die Platin-DNA-Komplexe, Hauptursache der cytotoxischen Wirkung des Cisplatins, wurden
von zahlreichen Arbeitsgruppen untersucht [63-64, 110-115]. Die Ergebnisse von KOZELKA
ET AL und REEDIXK ET AL basieren auf chromatographischen und NM R-spektroskopischen
Untersuchungen. REEDIX wies neben der k®-N7,N’'; an der GpG-Sequenz auch eine
Chelatisierung an der ApG- und GpA-Sequenz nach [116] und konnte eine regioselektive
Platinierung der DNA zeigen [117].

Die Arbeitsgruppe um KozeELKA konnte fur die Reaktion mit Einzel- und Doppelstrang
Oligonukleotiden folgenden Reaktionsmechanismus bestétigen, dargestellt in Abbildung 3.6:

Abb. 3.6:

Es entsteht im ersten Reaktionsschritt das monodentate k-Nv, wobei der Platinkomplex an die

5'-Guaninbase sowie auch an die 3’ -Guaninbase koordinieren kann (Reaktionsweg | und I1).
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Im nachfolgenden Sctritt bildet sich das k?-N7,N’; (Reaktionsschritte I1la und I11b) Sie
konnten in ihren Untersuchungen die Bevorzugung der 5'-Koordination bestatigen. MARZILLI
untermauerten diesen Koordinationsmodus. SADLER untersuchte die Reaktionen zwischen
Cisplatin und dem Oligonukleotid dATACATGGTACATA*d-TATGTACCATGTAT [118].
Er zeigte, dass die strukturellen Verdnderungen der Cisplatin-Koordination von der DNA
Sequenz abhangig sind. LiPPARD ermittelte anhand einer 1°°Pt-NMR-spektroskopischen
Untersuchung die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten [119]. LIPPARD zeigte auch,
dass mit zunehmender Kettenlange des Nukleotids die Reaktionsgeschwindigkeit zunimmt
[120].

Brabec et a. untersuchten die Reaktion von Cisplatin mit DNA in Anwesenheit von N-Ac-
Met-OH [121], worauf an spéterer Stelle néher eingegangen werden soll.

3.6 Peptidspaltung in Anwesenheit von Pt(I11)-Komplexen

KosrTiC ET AL haben die platin- bzw. palladiuminduzierte Peptidspaltung in sauren Medien
beschrieben, wobel der Reaktionsmechanismus zwischen Platin und Palladium keinen
Unterschied besitzt.

Der von ihm vorgeschlagene Reaktionsmechanismus unterscheidet zwischen internen und

externen Angriff und ist schematisch in der nachfolgenden Abbildung dargestellt [122].

M
j}: 0
. © _R
od B H,J/‘n”
Hz0* M-OH,
externer interner
Angriff Angriff

Abb. 3.7: externer und interner Angriff bei der metallinduzierten Peptidspaltung nach
Kostic [122]
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Die moglichen Koordinationsstellen fir das Metallatom am Peptid ist zum Beispiel der
Schwefel einer Methioninseitenkette.

Fir den externen Angriff fungiert das Metalatom as Lewis-Saure, die durch
Wechselwirkung mit dem Carbonylsauerstoff diese Gruppe polarisert und somit den
Sauerstoff fur einen externen Angriff eines Wassermolekils aktiviert. Bei der internen
Peptidspaltung ist das Wassermolekill kovalent an das Metallzentrum gebunden.

Kostic konnte bei Acmet-X (z. B. X = gly) immer die Spatung der Met-X-Bindung
beobachten [123-127]. Sobald ein Gterminal endstandiges Methionin vorhanden ist, findet
eine Abspaltung der Acetylgruppe statt und die Bildung eines 7-gliedrigen k?-S,Ny—Chelats
inhibiert die Peptidspaltung. In einer Vielzahl von Arbeiten hat KosrTic die Peptidspaltung an
verschiedenen Sequenzen untersucht [122, 128-132].

Der von unserer Arbeitsgruppe vorgeschlagene Reaktionsmechanismus ist deutlich
verschieden zu den zuvor beschriebenen [16, 33]. In Abbildung 3.8 ist der Mechanismus
dargestellt.

COOH o COOH_I
H\ )3 +H + HZO Hk |
N —Pt—S NH,— Pt —s + NH,CHRCOOH
OH’ 0 CH CH
NH3 3 3

CH NH

e 3

NH,

Abb. 3.8: Mechanismus der platininduzierten Hydrolyse methioninhaltiger Peptide [ 16,
33]

Der trans-Effekt des Schwefels polarisiert die PN-Bindung, so dass eine negative Teilladung
am Stickstoff entsteht, die wiederum zu einer positiven Teilladung am Kohlenstoff der
Carbonylgruppe fuhrt. Der Angriff des Wassermolekiils oder OH findet an dieser Stelle statt.
Die Spaltungsprodukte kénnen nach cirka 100 Stunden beobachtet werden.
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4 M ethoden

4.1 Chromatographische Unter suchungen

Die Wirkungsweise von Cisplatin im menschlichen Organismus bedarf weiterer Aufklarung.
Zu Aufklarungszwecken des Wirkungsmechanismus von Platin(11)-Chemotherapeutika wird
die Chromatographie eingesetzt. Diese analytische Methode hat eine grof3e Bedeutung in der
Erforschung des Reaktionsweges. Es werden dazu nicht nur platinierte Biomolekile, die aus
dem biologischen Gewebe stammen, untersucht, sondern auch die Reaktionen von Cisplatin
und seinen Analoga mit Modellverbindungen verfolgt [82;133-134)

Die reversed-phase-Hochleistungsflissigkeitschromatograhie  (RP-HPLC)  ermdglicht
Reaktionsgemische von Platin(l1)-Komplexen mit Peptiden und Nukleotiden zu quantifizieren
und zu isolieren. Die Anwendung der Umkehrphasenchromatographie beruht auf der
ausschliefdlichen Tatsache, dass die Produktgemische zumeist in wasserigen Systemen
vorliegen, da Wasser ein favorisiertes Losungsmittel ist. Dartiber hinaus sind die Verbindung
gut in Wasser |6dlich, so dass sich wasserige oder damit mischbare mobile Phasen anbieten.
Der ionische Charakter der Probenmolekile hat zufolge, dass sich keine ausreichende
Wechselwirkung zwischen den hydratisierten und hydrophilen lonen und der lipophilen
stationaren Phase einstellt. Eine Moglichkeit ist die lonenunterdriickung. Hierbel werden
durch die Wahl des geeigneten pH-Wertes des Eluenten, die lonenbildung der Probensubstanz
unterdrickt und eine neutrale Spezie liegt vor. Diese konnen dann von der apolaren
stationdren Phase retadiert werden. Dabei ist zu beachten, dass der Anwendungsbereich von
modifizierten Silicagel im Bereich von 2 < pH < 7,5 liegt [135]. Der amphotere Charakter der
Aminosauren und Peptide ermdglicht nicht den Einsatz dieser Methode, da immer eine
funktionelle Gruppe in ihrer ionischen Form vorliegt.

Durch den Einsatz der reversed-phase lonenpaarchromatographie (RPIPC) kann dieses
Retentionsproblem geldst werden. Diese Methode besitzt fir ungeladene sowie auch fir
geladene Probenmolekiile hohe Trennleistung. Durch den Zusatz geeigneter Gegenionen, dem
lonenpaarreagenz, werden nach auf3en hin neutrale lonenpaare gebildet, die von der

stationdren unpolaren Phase retadiert werden.
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4.1.1 Retentionsmechanismus

Es werden in der Literatur zahlreiche Modelle des Retentionsmechanismus diskutiert, von
denen hier nur die wichtigsten vorgestellt werden sollen (s. Abb. 4.1).

Bei dem sogenannten lonenpaar-Modell bilden das im Eluent enthaltende lonenpaarreagenz
mit einem entgegengesetzt geladenen Probenmolekill ein nach auf3en hin neutrales |onenpaar,
welches von der hydrophoben stationdren Phase ausreichend retadiert wird (s. Abb. 4.1 a)
[136].

Ein weiteres Modell geht von der Belegung der stationéren Phase durch das |onpaarreagenz
aus, da das lipophile IPR durch seine unpolaren Alkyketten eine Affinitdt zu den Alkyketten
der stationdren Phase hat, dargestellt in Abbildung 4.1 (b). Je langer die Ketten des IPRs sind
desto hoher ist die Belegung des stationdren Saulenmaterials und desto langer ist die
Retention der Probenmolekile. Die so alsorbierten lonenpaarreagenzien stehen in einem
reversiblen Gleichgewicht mit den im Eluenten verbleibenden IPRs, so dass ein dynamischer
Austauschprozess stattfindet.
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Abb. 4.1: Modelle zum lonenpaar mechanismus [ 136]
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Da diese beiden Modelle die experimentellen Daten nicht ausreichend erklaren konnten,
wurde ein weiteres Modell etabliert. BIDLINGSMEYER ET AL. beschrieben einen sogenannten
loneninteraktionsmodus [137-138]. Es wird hierbei von einer elektrischen Doppelschicht aus
adsorbiertem IPR in der ersten lonenschicht und einem geeignetem Gegenion in der zweiten
lonenschicht ausgegangen (s. Abb. 4.1 c¢). Es entsteht ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen adsorbierten und im Eluenten vorhandenen IPR. In einem weiteren dynamischen
Gleichgewicht wird ein Gegenion durch ein Probenmolekll ausgetauscht und letzteres kann
S0 an der stationdren Phase adsorbiert werden. Der notwendige Ladungsausgleich erfordert an
einer anderen Stelle in der priméren lonenschicht, die Adsorption eines weiteren IPRS, so dass
nicht unbedingt ein lonenpaar, sondern ein Paar von lonen, aufgenommen wird.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Komplexgemische von Aminosauren und
Peptiden mit verschiedenen Metallfragmenten wie [Pt(dien)H,0)]%*, [Ru(rP-CsHe)(H20)3)]3*
und Cisplatin  unter zu Hilfenahme von RPIPC mit der Perfluorcarbonsaure
Pentafluorpropionsdure (PFP) getrennt werden [16, 33, 81-83, 139-140]. Aber auch die
Homologen Trifluoressigsdure und Heptafluorbuttersdure sind zur Trennung dieser
Substanzklassen geeignet und bieten sich zur Optimierung der Trennbedingungen an. Eine
weitere Verlangerung der Kettenléange des IPRs ist nicht sinnvoll, da die entsprechenden
Substanzen dann nicht mehr leicht fliichtig im Olvakuum sind und keine Trennung der semi-
praparativen und analytischen Ansdtze mehr ermoglichen. Die weiteren Vorteile dieser
Perfluorcarbonsauren sind ihr gute Laslichkeit in alen Gblichen reversed-phase Eluenten und
ihre  UV-Transparenz. Selbst bel ener unvollstdndigen  Abtrennung  dieser
lonenpaarreagenzien ist eine Charakterisierung der Komplexe mit Hilfe der H-NMR-
Spektroskopie mdglich, da sie naturgemd keine storenden Resonanzen aufweisen.
Limitierend fur die Verwendung von lonenpaarreagenzien ist ausschliefdich ihre starke
Aciditét. Sie dissoziieren im Eluenten vollsténdig, so dass der pH-Wert des Eluenten stark
abfédllt. Die maximale Konzentration sollte so abgestimmt sein, dass der pHWert des
Eluenten den unteren Grenzwert von 2,0 einhdlt. Durch Variation des IPRs, des Eluenten
(Methanol, Acetonitril, Tetrahydrofuran) bei isokratischen oder Gradientenbetrieb und der

Saulentemperatur konnen sehr gute Trennbedingungen erhalten werden.



4 Methoden 26

4.1.2 Variation der Trennparameter

In dieser Arbeit wurde die reversed-phase lonenpaarchromatographie mit der perfluorierten
Carbonsdure Pentoafluorpropionsdure zur Trennung der Reaktionsgemische von Cisplatin,
AMD 494 und [Pt(NH3)(NOs)2(2-Methylpyridin)] mit den Peptiden NAc-Met-OH, N-Ac-
Gly-Met-Gly-OH, N-Ac-Gly-Gly-Met-OH, sowie dem Nukleotid 5’ -GMP* eingesetzt. Es hat
sich gezeigt, dass der Einsatz von PFP die besten Trennergebnisse erzielt. Aus Grinden der
Reproduzierbarkeit wurde die Volumenmenge an PFP auf 0,1% beschrankt, da somit auch die
Einhaltung des pH-Werts gegeben ist.

Die folgende Tabelle 4.1 zeigt eine Auflistung der Parameter, die fir die Optimierung der
Trennbedingungen im Rahmen dieser Arbeit angepasst wurden.

Tab. 4.1: Variable Parameter in der RPIP-Chromatographie [82]

Parameter der RPIPC Auswirkung der Parametervariation

Art des | onenpaarreagenzes Elutionszeit und Selektivitat
Konzentration des organischen Modifiers Elutionszeit

Art des organischen Modifiers Elutionszeit und Selektivitét
Konzentration desIPR’s Elutionszeit und Selektivitét
Temperatur Selektivitét, Elutionszeit und Auflésung
pH-Wert des Eluenten Elutionszeit und Selektivitét

Bel einem Optimierungsprozess eines noch nicht chromatographisch untersuchten Systems
wird aufgrund von Erfahrungswerten von einem Eluenten, der einen hohen Methanolgehalt
(35%) und PFP as IPR enthdlt, ausgegangen. Man gewéhrleistet damit die Detektion
sémtlicher Reaktionsprodukte. Die Reduktion des organischen Modifiers ermoglicht die
Verbesserung der Trennbedingungen. Unter Zuhilfenahme der Gradientenelution kann man
Produkte mit geringer Retadierung sowie Produkte, die langsam eluieren, detektieren.
Nachteilig ist, dass die Veranderung des Modifiergehalts im Eluenten einen Einfluss auf das
dynamische Gleichgewicht zwischen gelGsten und adsorbiertem IPR hat. Die Erhéhung des
Methanol gehalts erwirkt eine Desorption des |onenpaareagenz, so dass es zu einem Storsignal
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aufgrund einer UV-Absorption kommt. Die nachfolgende Re&quilibrierung dauert wenige
Minuten.

Es wurde bel den chromatographischen Untersuchungen der bindren Metallkomplex / Peptid-
und terndren Systemen von Metal / Peptid / 5-GMP* ausschlielich Methanol als
organischer Modifier eingesetzt, obwohl Acetonitril durchaus bei geringerem Druck bessere
Auflésungen erzielt. Acetonitril besitzt aber die Eigenschaft mit den Hydrolyseprodukten des
cis-[Pt(Cl)2(NHs)2] on-column Reaktionen einzugehen. Die daraus entstehenden (MeCN-kN)-
oder (MeCN-kN),-koordinierten Komplexe fihren zu Peakverbreiterungen und
unerwinschten Nebenprodukten. Es wurde aus diesem Grunde auf Acetonitril als Modifier in
bindren Metallkomplex / Peptid- und terndren Systemen von Metall / Peptid / 5'-GMP*
verzichtet. Eine on-column Reaktion von abgeséttigten Pt(l1)-Komplexen mit dem stark
sauren Eluenten treten nicht auf.

Bel der Arbeit mit Umkehrphasen ist zu beachten, dass die Benetzung der lipophilen
Alkylseitenketten mit IPR von der Konzentration des organischen Modifiers abhangt. Sinkt
der Gehalt an Modifier unter 20% ist keine vollkommene Benetzung garantiert. Bei einem
Gehalt an MeOH unter 10% fallen die Alkylseitenketten zusammen so dass ein taglicher
Spilvorgang unerldsdlich ist. Bel einem MeOH der Uber 65% ist, richten sich die Ketten
wieder auf.

Die Trenntemperatur sollte wenn moglich zwischen 20-40° C liegen und wéhrend der
Messung aus Grinden der Reproduzierbarkeit konstant sein. Die Temperaturwahl hat Einfluss
auf Selektivitdt, die Auflésung und das Retentionsverhalten eines chromatographischen
Systems (s. Tab. 4.1).

4.1.3 Chromatographische Untersuchung der Nukleotid-K omplexe

Die chromatographische Trennung von Platin-Oligonukleotid-Produkten unter zu Hilfenahme
eines chromatographischen Systems bestehend aus Methanol als organischer Modifier und
PFP as IPR war nicht moglich. ANDERSEN ET AL verwenden en Trennsystem fir
Oligonukleotide, welches aus einem NaClGradierten, der 10 mM NaOH enthélt, besteht
[141]. KOZELKA ET AL. beschreibt, dass mit Verwendung eines Puffersystems bei pH = 4,8

eine ansprechende Trennleistung erzielt wurde [63]. Der Zusatz von Acetonitril als
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organischer Modifier zeigte eine zusétzliche Reduwktion der Signalbreite und die Systeme von
Cisplatin / Peptid / dHexamer konnten innerhalb von 75 Minuten unter Verwendung eines
Acetatpuffers und eines Stufengradienten bestehend aus 1% beziehungsweise 8% MeCN
getrennt werden. Die Produktzuordnung erfolgte Uber einen Vergleich der Retentionszeiten
der Produkte mit denen von KLEINE untersuchten Systemen und massenspektrometrischen
Untersuchungen der Reaktionsgemische [33].

4.2 Methoden zur Produkt-Charakterisierung

Die thermodynamisch stabilen Produkte aus Umsetzungen von Pt(I1)-Komplexen mit
methioninhaltige Peptiden und Nukleotiden wurden unter zu Hilfenahme der semi-
préparativen RPICP getrennt. Der Einsatz multinuklearer NMR—-Spektroskopie ¢H, *Pt)
ermadglichte die Koordinationsstellen zu bestimmen.

Die Reinheit der isolierten Verbindungen wurde vor und nach den NMR-Messungen
chromatographisch tberprift.

Die Zuordnung der *H-NMR-Signale beruht in den meisten Fallen auf eine Auswertung von
homonuklearen Kopplungsexperimenten (HH, COSY), wobei aussagekréftige Resonanzen die
Methylgruppe des Methionins und die Ha der Glycine liefern. Die Aufnahme von Pt
NMR-Spektren informiert eindeutig Uber die Art der koordinierten Donoratome, allerdings
liefert die Detektion dieses Nukleus nur qualitative Aussagen da durch Quadrupol — und
Relaxationsphénomene die Signalintensitdten nicht direkt zu vergleichen sind. [119]

Wahrend des semi-praparativen Trennverfahrens wird der pH-Wert von ca. 2 erreicht, so dass
die Reaktionen stark beschleunigt werden. Dartiber hinaus werden die Konzentrationen der
Produkte bei der Aufarbeitung, durch Einrotieren der Fraktionen stark erhoht, so dass die
Bildung von Folgeprodukten forciert wird. Das bedeutet, Precursor sind mit Hilfe dieser
Technik nicht zu charakterisieren. Allerdings kann die Bildung von einfachen
Vorlauferprodukten wie der k-S- und k?-S,Ny-Vorlaufer durch eine zeitabhangige *H-NMR-
Untersuchung bei entsprechendem pH-Wert beobachtet werden. Die Konzentrationen dieser

Losungen betragen 80 mM. Aufgrund der hundertfachen Konzentrationserhéhung im
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Vergleich zu den analytischen Reaktionslésungen der chromatographischen Untersuchungen
ist demzufolge mit einer schnelleren Reaktion zu rechnen.

Zusédtzlich ist es bel der pH-Wert Bestimmung der in deuterierten LoOsungsmitteln
vorliegenden Mikroansdtzen notwendig den losotopeneffekt zu berticksichtigen. Den
Zusammenhang zwischen gemessenen pH-Wert (pHexp) und tatséchlichem pD-Wert zeigt
Gleichung [142].

PD = pHexp + 0,40

Samtliche fur DO oder DMSO-ds LOsung angegebene pH-Werte entsprechen den

unkorrigierten Werten pHexp.

Mit Hilfe der ESI-massenspektrometrischen Untersuchungen kénnen die stéchiometrischen
Zusammensetzungen der Komplexe ermittelt werden. Mit der Anwendung der direkten LC-
MS-Kopplung ist eine Produktcharakterisierung, auch von einigen Intermediaten, bel einer
Vielzahl von Systemen moglich. Auf die Einschrankungen wird an entsprechender Stelle
eingegangen.

Es soll an dieser Stelle nicht unerwéahnt bleiben, dass auch die FAB—Massenspektrometrie zur
Produktaufklérung angewandt wurde. Die eingesetzten Matrizes sind 3-Nitrobenzol, Glycerin
und Milchsdure, ausgenommen davon sind Systeme mit Nukleotiden, die nach Behandlung

mit lonentauschern in H,O / 1sopropanol / Ammoniumacetat gemessen wurden.

Bel Verbindungen mit identischen Koordinationsmodi konnte mit Hilfe der UV-Messungen
eine Unterscheidung erreicht werden. Es werden dazu bel unterbrochenen Fluss wahrend
einer chromatographischen Untersuchung mit Hilfe eines UV-Detektors UV—Spektren
akquiriert [16, 33, 81-82].
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5 NMR- und Strukturdaten der eingesetzten Peptide, Nukleotide und
M etallkomplexe

Zur Veranschaulichung der in den folgenden Kapiteln verwendeten Peptide, Nukleotide und
Patinkomplexe werden im folgenden deren Strukturen und die in der Arbeit genutzte
Nomenklatur vorgestellt.

Die nachfolgenden Tabellen zeigen aufRerdem die dazugehdrigen H-NMR-Daten der
unkoordinierten  Verbindungen, um enen Vergleich mit den chemischen
Verschiebungswerten der charakterisierten Komplex-Verbindungen zu vereinfachen.

In der nechfolgenden Abbildung sind die verwendeten Peptide abgebildet:
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Abb. 5.1: Strukturen und Nomenklatur der verwendeten Peptide
a) N-Ac-Gly-Gly-Met-OH  b) N-Ac-Met-OH
c) N-Ac-Gly-Met-Gly-OH

Die Tabelle 5.1 fasst die dazugehérigen *H-NMR-Daten zusammen:
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Tab. 5.1: 'H-NMR-Daten der verwendeten Peptide
Signalzuordnung | N-Ac-Gly-Gly-Met | N-Ac-Met-OH| N-Ac -Gly-Met-Gly
aa 3,94 3,96
ac 3,98 3,98
awm 4,56 4,56 m 4,55
bwm 2,03-215m 2,03; 2,15 m 2,03-215m
Om 2,62m 24, 262m 2,62m
dwm 2,10 2,10s 2,10
Ac 2,01 201s 2,01
pH 2,17 2,25 2,39

Die Verbindung 5'-GMP? ist die einfachste Modellverbindung fiir die DNA. Die Struktur des

Nukleotids ist in Abbildung 5.2 prasentiert:

Abb. 5.2 Sr

Das N~

physiologischen pH-Werten. Die Reaktionen von platinhaltigen Verbindungen mit 5'-GMP*

uktur von 5’ -GMP?

O H,

ist die bevorzugte Koordinationsstelle fir

platinhaltige Verbindungen bei

kénnen *H-NM R-spektroskopisch tiberwacht werden. Denn koordiniert ein Platin an Ny, so
erfahrt das benachbarte Proton Hs einen Tieffeldshift und dieses Proton kann as chemische

Sonde zur Reaktionsliberwachung genutzt werden.
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Die Tabelle 5.2 enthalt die *H-NMR-Daten von 5 -GMP?:
Tab. 5.2; 'H _NMR-Daten von 5 -GMP*
Signalzuordnung | 5’ -GMP*
Hs 8,20 s
Hy 5,93d
H2'/H3' 4,49 m
Hy 4,32m
Hs 3,99 m
pH 6,20
Das Oligonukleotid d-ATGGTA wurde schon von KLEINE eingesetzt, um das
Reaktionsverhalten von Nukleotiden mit Pt(Il)-Komplexen in  Gegenwart von
methioninhaltigen Peptiden zu untersuchen [33].
Die Bestandteile des Hexamers sind in Abbildung dargestel|t:
NH-
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Die Verknupfung der Nukleobasen erfolgt Gber eine Phosphodiesterbindung und es entsteht
ein Oligonukleotid, wobei sich ein polymeres Riickgrat aus Zuckerresten und Phosphat bildet.

Abb. 5.4;: Sruktur des Hexamers d-ATGGTA

Das *H-NMR-Spektrum wird in Abbildung 5.5 présentiert. Es wird sich zeigen, dass der
Bereich der aromatischen Protonen sehr aussagekréftig ist beziiglich der Koordination eines
Platinatoms an das Nukleotid. Die bevorzugten Koordinationspositionen dieses Metalls an ein
Oligonukleotid sind die N; der Guaninbasen. Die chemische Sonde bei der H-NMR-
spektroskopischen Uberwachung von Reaktionen ist das benachbarte Hg-Wasserstoffatom,
wie schon zuvor bei 5'-GMP* beschrieben.
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Abb. 5.5;

"H-NMR-Spektrum des Hexamers d-ATGGTA

Die Werte fir die chemischen Verschiebungen der Protonen sind in Tabelle 5.3

zusammengefasst:
Tab. 5.3:

'H-NMR-Daten des Hexamers d-ATGGTA

Signalzuordnung

d-ATGGTA"

CHs3 (T3)

1,67

CHs (T5)

1,71

(A3) Hp

8,15

(AS') H

8,11

(A3) Hg

8,34

(A5') Hs

8,23
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Fortsetzung Tab. 5.3: *H-NMR-Daten des Hexamers d-ATGGTA

(T3) He 7.35
(T5) He 7,32
(G3') Hs 7.77
(G5) Hs 7,90

Die verwendeten Platin(I1)-Komplexe sind in Kapitel 1 vorgestellt worden und werden hier

mit der in den nachfolgenden Kapiteln verwendeten Nomenklatur prasentiert.

Abb. 5.6:

Die NMR-Daten von AMD 473 und AMD 494 sind in Tabelle 5.4 zusammengefasst:

Tab. 5.4:
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Strukturen der verwendeten Pt(11)-Komplexe

NMR-Daten von AMD 494 und AMD 473

Signalzuordnung | AMD 494 | AMD 473
He 3,02
Hp 7,45
Hc 7,54 7,52
Hg 7,93 7,90
Ha 8,80 8,80
Pt -1650 | -1650
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6 Reaktionen von AMD 494

6.1 Umsetzungen mit dem Tripeptid N-Ac-Gly-Gly-M et-OH

6.1.1 Chromatographisches System

Fur die chromatographische Trennung des Systems AMD 494 /| N-Ac-Gly-Gly-Met-OH im
Verhdltnis 1:1 und 1:2 erwies es sich als notwendig mit einem Stufengradienten zu arbeiten.
Eine optimale Trennung erfolgte bel der Verwendung von drei Eluenten mit unterschiedlichen
Gehalten an organischen Modifier. Der Anteil an MeOH wurde nach 30 Minuten von 10% auf
20% erhoht und nach 48 Minuten erfolgte eine erneute Konzentrationserhthung auf 35%
MeOH. Bei einer Saulentemperatur von 25°C wurden die angesetzten 17 Reaktionsldsungen
mit einer FlieRgeschwindigkeit von 0,8 mbmin! chromatographiert, wobei die
Detektorwellelange 220 nm betrug. Mit 0,1% PFP as IPR konnten innerhalb von 70 Minuten

samtliche Reaktionsprodukte getrennt werden.

Die nachfolgende Abbildung zeigt en ausgewéhltes Chromatogramm, das die

Elutionsreihenfolge verdeutlicht.
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Abb. 6.1: Chromatogramm eines 1:1 Ansatzes des System AMD 494 / N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH; 10%, 20%, 35% MeOH; 0,1% PFP; Reaktionszeit (t) = 21 Tage; 25°C; pH
=55
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Die as Nebenprodukt gekennzeichneten Signale sind Verunreinigungen beziehungsweise
Abbauprodukte der Edukte, da sie keinen Einfluss auf die Reaktionen nehmen, wurden sie in

den nachfolgenden Untersuchungen nicht weiter berticksichtigt.
6.1.2 pH-abhangige Produktverteilung

Es wurden analytische Reaktionslsungen des Systems AMD 494 / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH
im Verhdltnis 1:1 mit einer Einwaagekonzentration von 0,8 mM bezogen auf das Peptid
angesetzt. Die einzelnen Reaktionsldsungen wurden mit entsprechenden Aquivalentanteilen
an 0,1 M Natronlauge oder 0,1 M Salpetersiure, 80 m entsprechen dabei einem Aquivalent,
versetzt und 21 Tage (504 Stunden) bei 40° C inkubiert. Nach dieser Frist wurden die pH
Werte gemessen und die Losungen chromatographiert. Die Lagerung fand bei 4° C im
Kuhlschrank statt, wobel sich die Produktverteilung nur noch unwesentlich anderte. Die
Integrale der Signale wurden gegen den zugehotrigen pH-Wert aufgetragen und man erhélt
eine pH-abhangige Produktverteilungskurve.
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Abb. 6.2: pH-abhangige Produktverteilung des Systems AMD 494 /| N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH (1:1); Reaktionszeit (t) = 504 Stunden
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Uber den gesamten pH-Bereich dominiert ein Produkt, der k2-S,Ny-koordinierter Komplex
[Pt(H.O)(Pyridin)(N-Ac-Gly-Gly-MetH.;-OH-k*SNw)]*, dessen Konzentration im pH-
Bereich 6,90 £ pH £ 11 ungeféhr konstant bleibt und im pH-Bereich 6,77 3 pH 3 3,22 leicht
steigt.

Erst ab pH > 6 erscheint ein welteres Hauptprodukt. Esist ein tridentat koordinierter Komplex
[Pt(NH3/H20)(N-Ac-Gly-GlyH.1-MetH.1-OH-k3-S,Nu,Ne)], der allerdings unter Verlust des
Pyridin-Liganden gebildet wird. Dieses Produkt wird nach 504 Stunden im pH-Bereich 4,3 <
pH < 11 detektiert. Ein Neberprodukt ist vermutlich ein 1:2 Komplex, wie die Untersuchung
einer 1:2-Kinetik zeigen wird. Dieser Komplex liegt weder im stark sauren noch im basischen
Bereich vor und seine Konzentration nimmt mit steigender Zunahme an tridentat
koordiniertem [Pt(H2O)(N-Ac-Gly-GlyH.;-MetH.1-OH-k*-S,Nw,Na2)] ab. Er erscheint im
pH-Bereich 3,4< pH < 5,3, mit einem Peakmaximum bel etwa pH = 4,5. Beide zuletzt
genannten Produkte sind schon durch eingehende Untersuchungen des Systems N-Ac-Gly-
Gly-Met-OH und CDDP durch KLEINE bekannt und spektroskopisch vollsténdig
charakterisiert worden [33-34].
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Abb. 6.3: Srukturen des bidentaten kK2-SNy (a), des k*-SNw,Ng2 (b) und des 1:2-

Komplexes (c)
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6.1.3 Kinetische Unter suchungen

Die zu diesem Zweck angesetzten Reaktionsdsungen wurden Uber einen Zeitraum von 42
Tagen bei 40° C aufbewahrt und wahrenddessen kontinuierlich chromatographisch
untersucht. Fiur einen Vergleich mit der pH-abhangigen Produktverteilung (s. Abb. 6.2)
wurden nach Ablauf von 21 Tagen die pH-Werte der Kinetiken gemessen. Der zeitabhéngige
Reaktionsverlauf wurde anhand von analytischen ReaktionslGsungen bei einem pH-Wert von
4,6 und 6,6 in &uimolaren Zusammensetzungen und bei einem pH-Wert von 6,5 in der
Zusammensetzung 1:2 untersucht.

Auf eine zeitabhangige Untersuchung im stark sauren Bereich wurde verzichtet, da sich dort
ausschliefllich der bidentate Komplex [Pt(NHs/H,O0)(Pyridin)(N-Ac-Gly-Gly-MetH.1-OH-k?
S,Nwm)]" bildet.

Diein Abb. 6.4 dargestellten Chromatogramme zeigen beispielhaft die Produktbildung.
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Abb. 6.4 Chromatogramme eines 1:1 Kinetikansatzes des System AMD 494 / N-Ac-Gly-
Gly-Met-OH; 10% , 20% , 35% MeOH; 0,1% PFP; 25°C; pH = 4,6
a) t =0,5 Stunden b) t = 28 Sunden ¢) t = 504 Stunden
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Im leicht sauren Bereich bei einem pH-Wert von 4,6 zeigt sich, dass sich innerhalb der ersten
Stunde (Abb. 6.4 Chromatogramm (a)) neben dem Hydrolyseprodukt von AMD 494 sofort
eine schwefelkoordinierte kS-Spezies bildet. Das Peptid und AMD 494 nehmen
kontinuierlich ab und werden in dem darauffolgenden Chromatogramm (b) nicht mehr
detektiert. Sie sind abreagiert. Aus dem k-S bildet sich schnell das bidentat koordinierte
Hauptprodukt und das offensichtlich k3-S,Nw,Na2 koordinierte Produkt, welches mit Verlust
des Pyridinliganden entsteht. Da der tridentate [Pt(Pyridin)(N-Ac-Gly-GlyH.;-MetH.1-OH-k>-
S,Nm,Ne2)] Komplex nicht gebildet wird, muss davon ausgegangen werden, dass eine
anfangliche Cl / S-Substitution der Position cis zum Pyridin am Metallzentrum fir die
Wechselwirkung von AMD 494 mit N-Ac-Gly-Gly-Met-OH von untergeordneter Bedeutung
ist. Der voraussichtlich 1:2 koordinierte Komplex wird erst nach 120 Stunden detektiert

(Chromatogramm (c)).
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Abb. 6.5: zeitabhangige Produktverteilung des Systems AMD 494 / N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH(1:1); pH=46

Die Auftragung der Peakfldchen gegen die logarithmische Zeitskala (s. Abb. 6.5) zeigt
deutlich die Entstehung eines nicht naher spezifizierten Hydrolyseproduktes von AMD 494
und die schnelle Bildung des k-S. Die Konzentration des schwefelkoordinierten Precursors
nimmt zugunsten des bidentat koordinierten k-S,Ny Produktes [Pt(NHa/H2O)((Pyridin)(N-
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Ac-Gly-Gly-MetH.;-OH-k?S,Ny)] " ab, was sich in einem steilen Anstieg der Peakflache
manifestiert. Das Peakmaximum ist bel 27 Stunden. Nach 100 Stunden zeigt sich ene
langsame Peakfldchenabnahme, wobel die Zerfallsprodukte nicht detektiert werden konnten.
Nach 8 Stunden beginnt die Bildung des tridentat koordiniertem k3-SNw,Ne
[Pt(NH3/H20)(N-Ac-Gly-GlyH.1-MetH.1-OH-k3-S,Nu,Ne2)] und erreicht nach 78 Stunden ein
Peakmaximum. Er wird auch nach 1000 Stunden mit vergleichbarer Intensitét detektiert.

Die Produktbildung des vermutlich 1:2 koordinierten Produkts findet erst nach 100 Stunden
und in geringem Umfang statt.

Die Reaktionen sind nach einer Inkubationszeit von 1000 Stunden bei 40°C noch nicht

vollstandig abgeschl ossen.
Die kinetische Untersuchung bel einem pH-Wert von 6,6 zeigt eine &hnliche Tendenz, doch

die Reaktionen laufen etwas langsamer ab as bel der zuvor gezeigten kinetischen

Untersuchung bei einem niedrigeren pH-Wert.
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Abb. 6.6: zeitabhangige Produktverteilung des Systems AMD 494 / N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH (1:1); pH=6,6

Die Abnahme der Peakflachen fir das Peptid und den Platinkomplex verlaufen analog.
Innerhalb der ersten Stunde bildet sich das thermodynamisch favorisierte

schwefelkoordinierte kS-Produkt, das innerhalb eines Tages zugunsten des bidentaten
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Hauptproduktes weiterreagiert (s. Abb. 6.6). Die gebildete Konzentration des k*-S,Ny Chelats
ist bel diesem hoherem pH-Wert allerdings deutlich schwécher. Die Kurve durchlauft bei 75
Stunden ein Maximum. Anschlief3end beobachtet man eine langsame aber kontinuierliche
Peakfl&chenabnahme.

Die Bildung des tridentat koordinierten k3-SNw,Ng und des 1:2 Produkts verlaufen
bevorzugter, als zuvor beschrieben. Aber auch hier reicht die Konzentration des 1:2-Produkts
nicht zur semi-préparativen Trennung mit anschlieRender *H-NMR-Untersuchung aus, so dass
bei einer Isolierung nur die beiden 1:1-Komplexe vollstandig spektroskopisch charakterisiert
werden. Es ist alerdings zu beachten, dass die Produktbildung auch nach 1000 Stunden nicht

vollsténdig abgeschl ossen scheint.

Die Produktverteilung des Ansatzes im stochiometrischen Verhdtnis 1:2 bei pH = 6,5 zeigt
keine neuen Produkte, doch sollte die Evidenz erbracht werden, dass sich tatséchlich eine 1:2
Spezies bildet.
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Abb. 6.7: zeitabhangige Produktverteilung des Systems AMD 494 /| N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH (1:2); pH=65

Erneut verlauft die Reaktion, dargestellt in Abbildung 6.7, analog zu den zuvor beschriebenen
kinetischen Untersuchungen. Innerhalb der ersten 24 Stunden ist eine stetige Abnahme an
Bioligand und Metallkomplex zu beobachten. Neben der Hydrolyse des Platinkomplexes und
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der Bildung des schwefelkoordinierten Komplexes werden eine Vielzahl von Nebenprodukten
detektiert, deren Signalintensitéten allerdings sehr gering sind und bei der Auftragung der
Signalflachen nicht berticksichtigt wurden. Erstaunlich ist die Bildung des bidentaten k-S,Ny,
innerhalb der ersten Stunde, dessen maximale Konzentration bel dieser Kinetik schon bei 28
Stunden erreicht wird. Die Konzentration bleibt konstant und nimmt nach 100 Stunden ab.
Daraus entstehenden Zerfallsprodukte konnten nicht detektiert werden.

Zeitversetzt aber mit gleichem Kurvenverlauf zeigt sich die Bildung des tridertat
koordinierten Produkts.

Bel welterer Untersuchung zeigt sich eine paralele Abnahme an bidentat und tridentat
koordinierten Produkten, sowie eine deutlich gesteigerte Produktzunahme an voraussichtlich
k3-S,Nw,Na2k-S koordiniertem Komplex, aber eine Dominanz der 1:2-Spezies wurde in

dem untersuchten Zeitraum nicht beobachtet.

6.2 Charakteriserung der Komplexe

Bel der Umsetzung des Peptids N-Ac-Gly-Gly-Met-OH mit AMD 494 entstehen zwel
Produkte mit 1:1 Stochiometrie und eine 1:2-Spezies. Darlber hinaus sind eine Vielzahl an
Nebenprodukten zu beobachten, die aber aus konzentrationstechnischen Griinden nicht
berticksichtigt werden konnten.

Die Produkte im stdchiometrischen Verhdtnis 1:1 von Bioligand zu Metallkomplex konnten
durch semi—praparative RPIPC isoliert und sowohl UV- und NM R-spektroskopisch als auch
massenspektrometrisch charakterisiert werden. Hingegen konnte das 1:2-Produkt nur
massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Das Hydrolyseprodukt von AMD 494 wurde
anhand einer HPLC-Kinetik identifiziert.

Das Zwischenprodukt k-S konnte mit Hilfe einer NMR-Kinetik charakterisiert werden. Da die
im Verlauf der Reaktion entstehenden Produkte eine Vielzahl von unterschiedlichen
Resonanzen hervorrufen ist eine vollstdndige Signalzuordnung unmdglich. Eine zeitgleiche
chromatographische Uberwachung der NMR-Losung vereinfacht die Zuordnung der
Produkte. Durch die hohere Konzentration der NMR-LOsung gegentiber der verdinnten
analytischen Losung der chromatographischen Untersuchung wurden die Reaktionen
beschleunigt. Die Abbildung 6.8 zeigt ein bei pH = 2 nach 30 Minuten aufgenommenes
Spektrums eines 1.1 Kinetikansatzes.
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Abb. 6.8: Ausschnitt aus einem *H-NMR-Spektrum einer 1:1-NMR-Kinetik des Systems
AMD 494 |/ N-Ac-Gly-Gly-Met-OH nach 0,5 Sunden; pH = 2,05; 30° C; ¢ =
80 mM; DO

Aus Ubersichtsgriinden sind hier nur die Resonanzen des Peptids abgebildet. Neben dem
unkoordinierten Peptid ist das Signal der k-S-koordinierten Spezie mit einer Resonanz bel
2,30 ppm zu erkennen. SADLER ET AL. fanden Verschiebungswerte fur [PtCl(L-H-Met-k-
S(NHs)2]" bei 2,48 ppm [105] und fir [Pt(en)MeCO-Met-k-S)CI]" bei 2,43 ppm [106]. Im
weiteren Verlauf der Kinetik ist die Abnahme an unkoordinierten Thioether zu erkennen. Die
wichtigsten chemischen Verschiebungswerte der Resonanzen sind in Tabele 6.1

zusammengefasst.

Zum Vergleich ist in Abbildung 6.9 ein Spektrum dieser Kinetik nach 5 Stunden abgebildet.
Zu diesem Zeitpunkt der Reaktion ist der Thioether des Bioliganden vollstandig koordiniert
und die Resonanz des k-Sist verschwunden. Bei einem Verschiebungswert von 2,54 ppm und

2,51 ppm erscheinen Signale fir eine k®-S,Ny Koordinierung, wodurch die Bildung von
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Diastereomeren angezeigt wird [106]. SADLER ET AL nennen fur den Komplex
[Pt(en)(MeCO-Met-k-SNy)]* Verschiebungswerte von 2,45 ppm, 2,43 ppm und 2,36 ppm
[106].

Abb. 6.9: Ausschnitt aus einem *H-NMR-Spektrum einer 1:1-NMR-Kinetik des Systems
AMD 494 / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH nach 5 h; pH = 2,05; 30° C; c= 80 mM

Die wichtigsten chemischen Verschiebungswerte der Resorenzen der *H-NMR-Kinetik der
Resktion von AMD 494 und N-Ac-Gly-Gly-Met-OH sind in Tabelle 6.1 zusammengefasst.

Tab. 6.1: wichtigste chemische Verschiebungen und Aufspaltungsmuster des k-S- und
des kK2-SNy-Produkts

Signalzuordnung k-S k*-S,Nm
dwm 2,30s 2,51;254s
pH 2,05 2,05

Das uber den gesamten pH—Bereich dominierende Produkt der 1:1 Verteilung ist der bidentat
koordinierte Komplex [Pt(NHs/H.O)(Pyridin)(N-Ac-Gly-Gly-Met-OH-k?-SNw)]*. Das 1H-
Spektrum des isolierten Komplexes, dargestellt in Abbildung 6.10 zeigt, dass die d-CHs-
Gruppe einen Tieffeldshift um etwa +0,4 ppm und die a-CHy-Protonen eine Verschiebung
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um -0,16 ppm zu hoherem Feld erfahren haben, was fir eine k2 S Ny-Koordinierung
charakteristisch ist. Die Resonanzen der Methylgruppe des Thioethers sind somit bei 2,51
ppm und 2,54 ppm und die der a-CHy-Protonen sind bei 4,40 ppm zu finden.
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Abb. 6.10:  H-NMR-Spektrum des k?-S Ny Produkts; pH = 2,45; D,O

Der Verschiebungswert der Glycineinheit a-CHg; entspricht der im freien Peptid bei 394

ppm. Allerdings findet man die Resonanz der a-CHg, Protonen bei 3,88 ppm, was einem
Hochfeldshift von -0,10 ppm entspricht gegeniber 3,98 ppm im freien Peptid. Die
Resonanzen der by- und der gu—Protonen sind durch die Koordination am Schwefel ebenfalls
zu hoherem Feld verschoben. Durch die groRe Signalbreite und die Uberlagerung der
Resonanzen ist eine genaue Zuordnung nicht mdglich. Auch die Aufnahme eines H,H-COSY
brachte in dieser Hinsicht keine eindeutigen Informationen.

Das Proton Hg des Aromaten efahrt einen Tieffeldshift um -0,11 ppm wobei Ha und Hc
keine chemische Verschiebung erfahren. Auffdlig ist weiterhin die Verbreiterung ihrer
Resonanzen, bedingt durch Relaxationsphénomene die durch die Koordination eines Peptids
entstehen.
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Da der Komplex schlecht Iéslich in DO ist, wurde zur Verbesserung der %°Pt-
Spektrenqualitét ausnahmsweise DMSO-ds as Losungsmittel eingesetzt. Die folgende
Abbildung 6.11 zeigt das **°Pt-Spektrum des tridentaten Produktes.
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Abb. 6.11:  ®Pt-NMR-Spektrum des k*-S,Ny Produkts (600MHz); DMSO-ds

Anhand des °°Pt-Resonanzsignals bei —2680 ppm, wird eine N.SO-Umgebung indiziert
[143]. Die in der Literatur fuir eine N3S-Koordinationssphdre am Platin angegebenen
chemischen Verschiebungswerte liegen zwischen —3050 ppm und —-3150 ppm [145-146].
Durch die Tatsache, dass im 'H-NMR-Spektrum Resonanzen fiir den Pyridinliganden
enthalten sind und die k®>-S,Ny Koordination belegt wird, sowie eine N»,SO-Umgebung
nachgewiesen wurde, wird der Verlust des Amminliganden bestétigt. Es ist zu vermuten, dass
die Substitution des Ammoniaks, trans zu Ny stehend, durch HO erst bel den stark sauren
Bedingungen der semi-prgparativen HPLC-Trennung erfolgt. Die chemischen

Verschiebungswerte und die Aufspaltungsmuster sind in Tabelle 6.2 zusammengefasst.

Eine massenspektrometrische Untersuchung belegte den Komplex [Pt(NHs/H2O)(N-Ac-Gly-
Gly-MetH.1-OH)-k?-S,Ny]"mit einem Molekilionenpeak bei m/z = 596 (s. Tab. 6.3). Der
berechnete Wert des Molekilpeaks ist m/z = 597.
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Das be basischen pH-Werten zuerst eluierende tridentat koordinierte Produkt
[Pt(NHs/H,O)(N-Ac-Gly-GlyH 1-MetH.1-OH)-k®- SNy Ne]  zeigt zwel um +0,4 ppm
tieffeldverschobene Resonanzen fir die Methylprotonen der Thioethergruppe des Methionins
(s. Abb. 6.12). Hinzukommend zu einer Hochfeldverschiebung der a-CH des Methionins, die
um —0,2 ppm zu héherem Feld verschoben wurden und denen damit die Resonanzen bei 4,34
ppm zugewiesen werden konnen, ist ein Tieffeldshift der aufgespaltenen a-CH»-Resonanzen
des Glycins (Gly,) zu beobachten. Die dy-Protonen sind aufgrund der Koordination des
Schwefels tieffel dverschoben und zwischen 2,53 ppm und 2,56 ppm zu finden.

Daraus bestétigt sich der vermutete k3-S,Nw,Ng; Koordinationsmodus (s. Tab. 6.2). Das
Fehlen der Resonanzen der aromatischen Protonen des Pyridinliganden im ‘H-NMR-
Spektrum, belegt den Verlust des Aromaten. Die NsS-Umgebung am Platin zeigt der Pt
Verschiebungswert von —3150 ppm an, welcher in guter Ubereinstimmung mit dem von
APPLETON ET AL. charakterisierten Komplex [Pt(NHz)z(metH-k2-SNw)]* ist [145-148].

Ac

Abb.6.12:  *H-NMR-Spektrum des k>-SNw,Ng2 Produkts; pH = 2,23
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Tab. 6.2: Chemische Ver schiebungen und Aufspaltungsmuster der AMD 494 / N-Ac-Gly-
Gly-Met-OH Komplexe und des freien Peptids

Signalzuordnung| N-Ac-Gly-Gly-Met|  k>-SNy | k>-S,Nw,Ne2
act 3,94s 3,90s 390s
ac 3,98s 3,88s 397-415m
awm 4,56m 4,40 m 4,34 m
bm 1,95; 2,10m 200-240m|1,98-245m
Om 2,62m 245-270m|250-281m
dwm 2,10s 251;254s | 2,53; 256 m
Ac 2,01s 2,05s 2,05; 2,08 s
Ha 8,80
Hs 7,82
Hc 1,54

Pt -2680 -3150
pH 2,21 2,45 2,23

Die massenspetrometrische Untersuchung sichert diese NMR-spektroskopischen Daten durch
einen M*-Peak bei m/z = 516, der einem [Pt(NHs)(N-Ac-Gly-GlyH.;-MetH.;-OH-k*-
S,Nm,Ng2] Komplex entspricht. Die Auflistung der Peakzuordnung ist in Tabelle 6.3 gezeigt,
wobei der berechnete Wert in Klammern angegeben i<t.

Der 1:2-Komplex konnte nicht in fur die NMR-Spektroskopie ausreichenden Mengen isoliert
werden. Das UV-Spektrum zeigt eine ahnlichen Verlauf wie ein trikoordinierter Komplex,

alerdings ist sein Maximum ausgepragter und zu hoheren Wellenléngen verschoben.
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Abb. 6.13:  Normierte UV-Spektren der tridentat koordinierten k>-SNw,Ng2 und K-
SNwu,Ne: k-S -ajezies

Der Vergleich der vorhandenen UV-Daten mit den Ergebnissen von KLEINE zeigt, dass von
einer k3-S,Nuw,Na2k-S -Koordination ausgegangen werden kann [33-34].

Fir das alternative 1:2-Produkt [Pt(N-Ac-Gly-Gly-MetH.;-OH-k*SNwm)(N-Ac-Gly-Gly-
MetH.1-OH-k*S' ,N'u)] wére kein Absorptionsmaximum im Bereich | = 250 — 270 nm zu

erwarten.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen ergaben einen eindeutig Hinweis auf eine 1:2
Stochiometrie mit einem Molekilion m/z = 804 mit Ubereinstimmung zwischen
beobachtetem und berechnetem | sotopenpattern. Der berechnete Wert fir den entsprechenden
Molekiilpeak ist 806.

Tab. 6.3: Massenspektrometrische Daten (ES-MS) der AMD 494 /| NAc-Gly-Gly-Met-
OH Komplexe mit berechneten Werten in Klammern
Signalzuordnung | k>-S,Ny | k®-S,Nm,Ngz | k>-S,Num,Neo: k-S
M] 596 (597)| 516 (518) 804 (806)
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6.3 Diskussion der Ergebnisse und Vergleich von AMD 494 mit Cisplatin

und Carboplatin

Bel der Reaktion der AMD473-analogen Verbindungen AMD 494 mit dem methioninhaltigen
Peptid N-Ac-Gly-Gly-Met-OH bilden sich drei Produkte Uber den gesamten pH-Bereich. Das
Hauptprodukt ist der bidentate k?-S,Ny-Komplex. Die beiden weiteren in geringeren
Konzentrationen auftretenden Produkte sind eine 1:2-Spezies und der k3-S,Nw,Ne2
koordinierte Komplex, die sich beide durch den Verlust des Pyridinliganden auszei chnen.
Herausragend ist die Bildung des bidentaten Hauptprodukts, das nach 504 Stunden in hoher
Konzentration Uber den gesamten pH-Bereich zu beobachten ist. Bei Zugabe von N-Ac-Gly-
Gly-Met-OH zum k*-S,Ny im Verhdltnis 1:1 zeigte sich keine weitere Reaktion. Allerdings
erwies sich der isolierte k?-S,Ny als nicht inert, da er bei einer Inkubation bei 40°C nach 100
Stunden unter Verlust des Pyridinliganden zum tridentat koordiniertem Komplex
[Pt(NH3/H,0)(N-Ac-Gly-GlyH.i-MetH.1-OH-k3-S Ny, Nez]  weiterreagierte. Das mdgliche
Folgeprodukt  [Pt(Pyridin)(N-Ac-Gly-GlyH.;-MetH.1-OH-k*>SNu,Ng2]  eines  k2-S,Ny—
Komplexes mit Schwefel in der cis-Position zum Pyridinliganden wurde nicht detektiert.
Daher muss davon ausgegangen werden, dass eine Substitution CI® S der Position cis zum
Pyridin zumindest kinetisch eindeutig im untersuchten pH-Bereich weniger favorisiert ist.
SADLER ET AL zeigten bei Untersuchungen der Reaktion von AMD 473 mit 5'-GMP*, dass
die Postion trans zum Ammin, aso cis zum aromatischen Liganden, durch sterische
Behinderung langsamer substituiert wurde [57]. Die Ergebnisse der aktuellen Untersuchung
scheinen diesen Befund auch fir den sterisch anspruchsoseren Liganden Pyridin zu
bestétigen.

Studien von HOLFORD ET AL. mit AMD 494 zeigen, dass das kinetische Reaktionsprofil bei
Reaktionen mit weichen Nucleophilen wie die Seitenkette des Methionins beinahe identisch
mit dem von Cisplatin ist (s. Kap. 3.2) [50]. Dies konnten die aktuellen Untersuchungen der
Reaktion von AMD 494 mit dem acetylgeschitzten N-Ac-Gly-Gly-Met-OH bestétigen, da die
Entstehung der Hauptprodukte in einem Zeitraum von 60 Stunden bel neutralen pH-Werten
abgeschlossen war (s. Abb. 6.6). Dies entspricht ungefahr den zeitlichen Produktbildungen
die KLEINE bel Untersuchungen von Reaktionen der Systeme Cisplatin mit methioninhaltigen



Reaktionen von AMD 494 52

Peptiden dokumentierte [33]. Auch dort ist die Bildung zum k3-S,Ny-Chelat nach ca. 40
Stunden abgeschlossen, wie die Abbildung 6.14 zeigt.

140
120 — Cisplatin
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Abb. 6.14:  zeitabhangige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Gly-Gly-Met-
OH (1:1) ; pH = 5,2; [33]

Diese Kinetik zeigt, das sich aus dem schwefelkoordinierten k-S ebenfalls schnell der Chelat
k-S,Nw bildet. Das dominierende Hauptprodukt ist das in dieser Arbeit charakterisierte k-
S,Nm,Ne2 Produkt, dasim pH-Bereich 3 £ pH £ 6,5 zum Spaltprodukt weiterreagiert.
Aufféllig ist hierbel die exklusve Bildung der 1:1 Produkte und eine N-terminale
Peptidspaltung im pH-Bereich pH £ 6,5. Allgemein kann man soweit fir die Reaktionen von
Cigplatin mit methioninhaltigen Peptiden folgendes Schema formulieren:

k-S® K-SNy ® K-SNu,Nez ® K-S Ny, Ne2(gm) [33]

Grundsétzlich ist die Produktbildung in Systemen Cisplatin / Peptid durch den Verlust von
drei Substituenten und die Bildung der thermodynamisch stabilen k3-S,Nu,Ng Spezies
bestimmt. Darin besteht der grofdte Unterschied zum System AMD 494. Hier scheint trotz der

kinetische Favorisierung der Position trans zum Pyridin, nach einer Chelatisierung zum k-
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S,Nwm, der Verlust von Pyridin entweder inhibiert oder thermodynamisch ungiinstig zu sein.
Hierbei wére eine Labilisierung der Pt-N(Pyridin)-Bindung auf Grund des grofRen Trans-
Effekts des Thioethers- Schwefelatom zu erwarten. Der isolierte bidentate AMD 494-Komplex
zeigte alerdings, erst nach einer Inkubationszeit, die Uber 100 Stunden liegt, nachweidlich die
Bildung von Zerfallsprodukten, unter anderem den k3-S,Nu,Ne-Komplex. Das bedeutet, das
der Transeffekt des koordinierten Schwefels der Methionineinheit offensichtlich bei pH-
Werten von 3 £ pH £ 11 nicht ausreicht um den Verlust des Pyridins mit gleicher
Geschwindigkeit wie den des Amminliganden des Cisplatins zu bewerkstelligen, da der
tridentat koordinierte Komplex erst nach einer wesentlich langeren Reaktionsphase detektiert
wurde.

Damit ergibt sich folgendes Reaktionsschema fur die Umsetzungen von AMD 494 mit N-Ac-
Gly-Gly-Met-OH, dargestellt in Abbildung 6.15:
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Abb. 6.15:  Reaktionsschema fur die Umsetzung von AMD 494 mit N-Ac-Gly-Gly-Met-OH
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Die Reaktionen von AMD 494 werden somit durch die sterische Hinderung der Position cis
zum Pyridin fur die anfangliche k-S—Koordination bestimmt. Die Weiterreaktion des aus dem
k-S (trans zum Pyridin) schnell gebildeten k3-S,Nyu-Komplexes geschieht recht langsam, da
der Verlust des Pyridin-Liganden kinetisch und thermodynamisch weniger beglnstigt ist, als
der Verlust von Amminliganden bei Cisplatin.

Die Peptidspaltung ist bei AMD 494 im biologisch relevanten Zeitraum (t £ 200h) nicht von
Bedeutung.

Es zeigte sich, dass der bidentat koordinierte Komplex auch in Anwesenheit von
Peptidiberschuss nicht zur 1:2 Spezies weiterreagiert und somit ein aternativer Reaktionsweg
existieren muss. Vergleicht man dazu Systeme von Carboplatin mit methioninhaltigen
Peptiden, so zeigte sich, dass der Austausch der beiden Chloroliganden durch Cyclobutan-1,1-
dicarboxylat einen zweiten Reaktionsweg ertffnet [33-34 ].

Die Reaktion von Carboplatin mit Peptiden zeichnet sich durch eine initialisierende
Ring6ffnung aus. Das daraus resultierende k-S-Produkt ist relativ stabil und protegiert somit
die kinetisch begunstigte Bildung des k-Sk-S woraus ein zu Cisplatin alternativer
Reaktionsweg resultiert. Der 1:2-Komplex reagiert iber eine einfache Chelatisierung zum k?-
SNwk-S, welches dann zum k3-S,Nu,Ng2:k-S weiterreagiert. Wie zuvor beschrieben ist
findet eine Peptidspaltung im pH-Bereich pH £ 6,5 statt.

—=-1:1 (Nu.S]

—1:1 (NgoNS)
—8-1:1 (N, Ny, S)gm
=12 (NG;;,NMsﬂ')
12 (NeNuSigr) 5"

Paakfiichs

pH-Werl

Abb. 6.16:  pH-abhéngige Produktverteilung des Systems Carboplatin / N-Ac-Gly-Gly-
Met-OH [33]



6 Reaktionen von AMD 494 55

Die pH-Verteilung, dargestellt in Abbildung 6.16 zeigt die signifikante Konkurrenz beider
Reaktionswege fur die aguimolaren Reaktionen von Carboplatin mit methioninhaltigen
Peptiden im pH-Bereich 4 £ pH £ 7. Da der 1:2-Komplex sowohl bei AMD 494 als auch bei
Carboplatin gebildet wird, muss davon ausgegangen werden, dass der fur Carboplatin
nachgewiesene Vorlaufer k-S:k-S auch bet AMD 494 in geringeren nicht nachweisbaren
Konzentrationen entsteht.

Es kann daher fur die Wechselwirkungen zwischen AMD 494 und methioninhaltige Peptide
algemein formuliert werden:

langsam
Kﬁ'sa-\Jer\‘u

trans-k -9.N,,

/ -Pyridin
K-S

_FPeptid

langsam
K= S — K-S NS
-Pyridin

Abb. 6.17:  formales Reaktionsschema fir die Umsetzung von AMD 494 mit
methioninhaltigen Peptiden
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7  Reaktionen von [Pt(H,0),(NH3)(2-Methylpyridin)]*

7.1 Umsetzungen mit N-Ac-M et-OH

7.1.1 Chromatographisches System

Die chromatographische Trennung des Systems [Pt(H20)2(N H3)(2-Methylpyridin)]2+ / N-Ac-
Met-OH im Verhdtnis 1:1 erfolgte mit einem Stufengradienten bestehend aus 7%, und 20%
MeOH. Der Wechsel der Eluenten erfolgte nach 35 Minuten. Mit 0,1% PFP as IPR konnten
innerhalb von 65 Minuten séamtliche Reaktionsprodukte getrennt werden. Die angesetzten 12
Reaktions6sungen wurden mit einer FlieRgeschwindigkeit von 0,8 mbmin' bei einer
Saulentemperatur von 25° C chromatograhiert. Die Detektorwellenlange betrug 220 nm.

Die nachfolgende Abbildung 7.1 zeigt en Bespielchromatogramm, das die

Elutionsreihenfolge verdeutlicht.
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Abb. 7.1: Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des System [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] #* / N-Ac-Met-OH; 7, 20% MeOH; 0,1% PFP; 25° C; pH = 4,5;
Reaktionszeit (t) = 504 Sunden
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7.1.2 pH-abhangige Produktverteilung

Es wurden analytische Reaktionslésungen des Systems [Pt(H20)2(NHz)(2-Methylpyridin)]** /
N-Ac-Met-OH im Verhdltnis 1:1 mit einer Einwaagekonzentration von 0,8 mM bezogen auf
das Peptid angesetzt. Die einzelnen Reaktionslésungen wurden mit entsprechenden
Aquivalentanteilen an 0,1 M Natronlauge versetzt und 21 Tage (504 Stunden) bei 40° C
temperiert. Nach dieser Frist wurden die pH-Werte gemessen und die Ldsungen
chromatographiert. Die Lagerung fand bei 4° C im Kdihlschrank statt, wobei sich die
Produktverteilung nur noch unwesentlich anderte. Eine pH—-abhéngige
Produktverteilungskurve erhélt man durch die Auftragung der Integrale der Signale gegen den
zugehorigen pH-Wert (s. Abb. 7.2).

Die aquimolare Umsetzung von [Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)]?* und N-Ac-Met-OH
fuhrt zu zwe  k?-S,Ny-Komplexe a's Hauptprodukte, die nach 21 Tagen (ber den gesamten

pH-Bereich als Hauptprodukte beobachtet werden.
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Abb. 7.2: pH-abhéngige  Produktverteilung des  Systems  [Pt(H20)2(NHs)(2-
Methylpyridin)] #* / N-Ac-Met-OH (1:1); Reaktionszeit: 21 Tage (504 Sunden)

Der bidentate Komplex [Pt(NHs)(2-Methylpyridin)(N-Ac-MetH.1-OH-k*>-SNw)]* erreicht
einen maximalen Wert ab pH 3 9. Der Komplex [Pt(NHz)(H20)(N-Ac-MetH.1-OH-k*S,Nw)],
der kein Picolin enthélt, erreicht seine maximale Signalintensitét bei pH = 7,66. Ein weiteres

Produkt ist der Komplex [Pt(N-Ac-MetH.;-OH-k?-SNyw)(N-Ac-MetH.1-OH-k*-S' \N'w)],
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dessen Konzentration unter basischen Bedingungen abnimmt. Seine Konzentrationsabnahme
korreliert mit einer Zunahme des bidentaten [Pt(NHs)(2-Methylpyridin)(N-Ac-MetH.;-OH-
k?-S,Nw)] Komplexes.

Die Strukturen der k?-S,Ny und des 1:2-Komplexes sind in Abbildung 7.3 dargestellt, wobei
die Beweislage firr (*-S,Nw)ric sich aus dem ESI m/zPeak sowie aus der Tatsache ergibt,
dass der (k?-S,Nu).sc wahrscheinlich dessen Folgeprodukt ist.:

o CiOoH
Ac \ Ac \
TM N
Meolin—Pt—35 [LO—Pt —35
\(;Hg \CHH
| ; |
\H, NIt
trans-K -(5,Ny, ), 17 (S, Ny b,
)
/(—H
S
HOOC | L
AN Pt—S'
Ac ‘
N,
.-’w/
COOL T

(K-S, N k-8 N, )

Abb. 7.3: Srukturen der bidentaten k2-S Ny -Komplexe und des 1: 2-Komplexes
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7.1.3 Kinetische Untersuchung

Der zeitabhangige Reaktionsverlauf wurde anhand einer analytischen Reaktionslosung bel

einem pH-Wert von 7,94 in dquimolarer Zusammensetzung untersucht. Die zu diesem Zweck
angesetzten und Uber einen Zeitraum von 42 Tagen bei 40° C aufbewahrten Reaktionsansétze
wurden kontinuierlich chromatographiert, wobei die pH-Werte nach Ablauf von 21 Tagen
gemessen wurden.

Bel der Untersuchung des Ansatzes bel einem pH-Wert von 7,94 zeigt sich eine stetige
Abnahme an Peptid und [Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)]?*. Die Edukte sind erst nach
einem Zeitraum von Uber 100 Stunden abreagiert. Es bildet sich innerhalb der ersten beiden
Stunden der Komplex [Pt(NHs)(2-Methylpyridin)(N-Ac-MetH.;-OH-k*S,Ny)]*, der dann
nach 330 Stunden sein Peakmaximum erreicht und Uber einen Zeitraum von 1000 Stunden
stabil ist. Da nur ein Peak zu einem k?-S,Ny—Komplex zugeordnet werden konnte, muss
entweder lediglich eine Substitution des Thioether-Schwefels nur trans zum Picolin
stattfinden oder die cis-k?-S,Ny und trans-k?-S,Ny weisen dhnliche Retentionszeiten auf.
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Abb. 7.4: zeitabhangige  Produktverteilung des  Systems  [Pt(H20)2(NHs)(2-
Methylpyridin)] #* / N-Ac-Met-OH (1:1); pH = 7,94

Der bidentate Komplex [Pt(NHz)(H20)(N-Ac-MetH.1-OH-k*-SNy)]* und der Komplex
[Pt(N-Ac-MetH.1-OH-k* S Ny )(N-Ac-MetH.;-OH-k®-S' N'y)]  entstehen zeitgleich, wobei



7 Reaktionen von [Pt(H,0),(NH3)(2-Methylpyridin)]** 60

der k®-S,Nw koordinierte Komplex nur leicht dominiert. k-Sund k-S' k-S-Vorlauferprodukte
konnten im Verlauf der zeitabhangigen chromatographischen Messungen nicht detektiert

werden.

7.1.4 Charakteriserung der Produkte

Durch die Studien des Systems Cisplatin / N-Ac-Met (s. Kap. 9.3) und aufgrund der
Entstehung nur eines Hauptproduktes sowie zweier Nebenprodukte, wurde auf die
zeitaufwendige semi-préaparative Trennung verzichtet. Der Einsatz der LC / MS-Kopplung
ermoglichte eine rasche direkte Identifizierung der Produkte. Die Untersuchung einer
Analysenldsung bei pH = 6 lieferte einen Molekilpeak m/z = 500 (s. Abb. 7.5), was dem
Kation [Pt(NHs)(2-Methylpyridin)(N-Ac-Gly-Gly-MetH.;-OH-k?-SNw)]* entspricht, wobei
der theoretisch erwartete Molekiilpeak einen Wert fir m/z = 497 von ergab.
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Abb. 7.5: ES-MS Spektrum des bidentaten (k2-S,Nw)pic-Komplexes
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Das [M]*-Kation des picolinfreien bidentaten k*-S,Ny-Komplexes, [Pt(NHs)(H20)(N-Ac-
Gly-Gly-MetH.;-OH-k*S,Nw)]* konnte durch einen Molekiilpeak bei m/z = 421 bewiesen
werden und der Molekilpeak der 1:2 Spezies findet sich bee m/z = 578. Die
massenspektrometrischen Daten sind Tabelle 7.1 zusammengefasst, wobei die berechneten

Massen in Klammern angegeben sind.

Tab. 7.1: ES-MS-Daten der bidentaten und des 1:2 Komplexes

m/z k?-S,Nu (k*-S,Nu)-pic 12

500 (497) 421 (421) 578 (578)

7.2  Umsetzungen mit dem Tripeptid N-Ac-Gly-Gly-M et-OH

7.2.1 Chromatographisches System

Die chromatographische Trennung des Systems [Pt(H,0)2(NHs)(2-Methylpyridin)]** / N-Ac-
Gly-Gly-Met-OH im Verhdltnis 1:1 und 1:2 erfolgte mit einem Stufengradienten bestehend
aus 7% und 17% MeOH bei einer fir dieses System vorteilhaften Temperatur von 21° C. Mit
0,1% Pentafluorpropionsdure as IPR konnten innerhalb von 80 Minuten sadmtliche
Reaktionsprodukte getrennt werden. Die angesetzten 19 Reaktionsdsungen wurden, nach
einer 21-tégigen Inkubationszeit, bei einer Detektorwellenlange von 220 nm und mit einer
FlieRgeschwindigkeit von 0,8 mismin* chromatographiert.

Die in den ersten 10 Minuten eluierenden Substanzen sind Verunreinigungen des Peptids und
wurden in den anstehenden Untersuchungen nicht berticksichtigt, da sie keinen Einfluss auf
die Reaktionen hatten. Die zwischen 25 und 35 Minuten erscheinenden Peaks sind auf
Verunreinigungen des Metallkomplexes zurtickzuf ihren, die fur die weiteren Untersuchungen
keinen Einfluss hatten, so dass sie nicht weiter behandelt wurden.

Einige der erhaltenen Chromatogramme sind in Abbildung 7.6 dargestellt.
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Abb. 7.6:  Ausschnitte aus Chromatogrammen eines 1:1 Ansatzes des System
[Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)] >/ N-Ac-Gly-Gly-Met-OH; 7%, 17%
MeOH; 0,1% PFP; Reaktionszeit (t) = 504 Stunden; 21° C; a) pH = 5,2; b) pH
=712;

7.2.2 pH-abhangige Produktverteilung

Die Strukturen der wichtigsten Komplexe sind in der nachfolgenden Abbildung 7.7
dargestellt:
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Abb. 7.7: Srukturen der wichtigsten Komplexe des Systems [Pt(H.0)2(NHz)(2-
Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH
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Die Verlangerung des Peptids mit der Einfuhrung von zwei weiteren Glycineinheiten fuhrt zu
einer Erhdhung der Produktvielfalt.
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Abb. 7.8: pH-abhangige  Produktverteilung des  Systems  [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH (1:1) nach 21 Tagen

Aus den Kurvenverléaufen ist ersichtlich, dald bel der 1:1-Umsetzung von [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)]?* mit N-Ac-Gly-Gly-Met-OH die Peakflache eines 1:2-Komplexes [Pt(2-
Methylpyridin)(N-Ac-Gly-Gly-MetH.;-OH-k? S,Ny)(N-Ac-Gly-Gly-Met-OH-k-S)]* Uber
einen pH-Bereichvon 4 £ pH £ 11 dominiert.

Ein k3-S,Nm,Ne koordinierter Komplex [Pt(2-Methylpyridin)(N-Ac-Gly-GlyH.1-MetH.;-OH-
k3-S,Nm,Ne2)] wird auRerdem ber den gesamten pH-Bereich detektiert und durchlauft ein
Maximum zwischen pH = 5 und pH = 9. Eine im Sauren zu erwartenden Peptidspaltung
konnte bei diesem Komplex in dem Beobachtungszeitraum nicht festgestellt werden.

7.2.3 Kinetische Unter suchungen

Die zeitabhangigen Untersuchungen der Reaktionen von [Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)]**
mit dem Peptid N-Ac-Gly-Gly-Met-OH wurden in &guimolaren Verhdltnissen im Sauren,
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Neutralen und leicht Basischen durchgefiihrt. Die analytischen Reaktionslésungen wurden bel
40° C temperiert und fortlaufend chromatographiert. Die pH-Werte der Analysenldsungen
wurden nach 21 Tagen bestimmt.

Die nachfolgenden Chromatogramme (s. Abb. 79 (@ und (b) und (c)) sollen die
Produktbildung bei der Kinetik im Sauren verdeutlichen. In Chromatogramm (&) nach einer
Reaktionszeit von 10 Minuten wurde neben den beiden Edukten das schwefelkoordinierte
Vorlauferprodukt detektiert. Nach 56 Stunden (s. Abb. 7.9 (b)) sind Peptid und
Metallkomplex, sowie der schwefelkoordinierte Precursor und die drel Hauptprodukte
gebildet. Nach weiteren 120 Stunden ist das monodentate k-S abreagiert und nur noch die
Hauptprodukte in der Losung prasent.

In den ersten 35 Minuten eluieren nur Verunreinigungen, die keinen Einfluss auf die
kinetischen Untersuchungen haben und daher nicht weiter berticksichtigt wurden (s. Kap.
7.2.0).
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Abb. 7.9:  Ausschnitte aus Chromatogrammen eines 1:1 Kinetikansatzes des System
[ Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)] 2/ N-Ac-Gly-Gly-Met-OH; 7%, 17%
MeOH; 0,1% PFP; 21°C; pH = 4,10; a)t=10min; b)t= 56 Stunden ; ¢) t =
120 Sunden
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Die Auftragung der Signalintensitéten gegen die Zeit zeigt (s. Abb. 7.10), dass die
Peakintensitéten des Bioliganden und des Metallkomplexes nach 30 Minuten abnehmen. Das
Peptid ist nach 60 Stunden abreagiert und das Platinfragment nach 6 Stunden. Ohne Verlust
des Picolins kommt es zu einer sofortigen Bildung des monodentaten k-S-Produkts, dessen
maximale Signalintensitdt schon nach ca. 30 Minuten erreicht ist. Es reagiert weiter zum
bidentaten k-S,Ny-Produkt (trans zum Picolin-N), das nach 8 Stunden sein Peakmaximum
durchlauft. Da der k?-S,Ny-Precursor mit dem Thioether in cis-Position zum Picolin des sich
zeitgleich bildenden tridentatem (k3-S,Num,Ng)cis nicht durch ein weiteres Signal detektiert
wurde, ist davon auszugehen, dass beide k?-S,Ny-Intermediate die gleichen Retentionszeiten
tr besitzen.

Da alle Komplexe im weiteren Verlauf der Untersuchung zu einer Vielzahl von Produkten

zerfalen, war nach 1000 Stunden eine Produktzuordnung nicht mehr maglich.
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Abb. 7.10:  zeitabhangige Produktverteilungen des Systems [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] > / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH (1:1); pH = 4,10

Die Kinetik in neutraler Lésung wird in der folgenden Abbildung présentiert:
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Abb.7.11:  zeitabhangige  Produktverteilung des  Systems  [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH (1:1); pH = 6,12

Die Signalintensitéten der Edukte nehmen stetig aber wesentlich langsamer als bel pH = 4,10
ab. Der Platinkomplex wird nach 100 Stunden nicht mehr detektiert und das Peptid kann nach
120 Stunden nicht mehr nachgewiesen werden. Es bildet sich sofort das trans zum Picolin
monodentat substituierte k-S Produkt, welches zum k*-S Ny weiterreagiert. Dieses
Vorlauferprodukt ist bei den hoherem pH-Wert relativ stabil und kann Uber einen Zeitraum
von 100 Stunden detektiert werden. Es erreicht sein Peakmaximum bei 25 Stunden und nimmt
dann kontinuierlich ab. Nach 3 Stunden bildet sich daraus offensichtlich das k®>-S,Nyk-S
Produkt. Die Peakfléche steigt zu diesem Zeitpunkt steil und bildet nach 50 Sunden das
Hauptprodukt. Nach 9 Stunden kann der tridentate k3-S,Nw,Ng detektiert werden, dessen
maximale Signalintensitit nach 500 Stunden erreicht wird. Wiederum konnte der k2-S,Ny-
Vorlaufer mit cisstandigem Thioether-S zum Picolin-N-Liganden nicht als getrennter Peak
detektiert werden.

Eine Peptidspaltung konnte wieder nicht beobachtet werden.

Das weitere Erhdhen des pH-Werts verlangsamt die Produktbildung derart, dass weitere

Aussagen getroffen werden konnen.
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Abb.7.12;  zeitabhangige  Produktvertelung des  Systems  [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH (1:1); pH = 8,71

Es bilden sich innerhalb der ersten Stunde das schwefelkoordinierte Intermediat mit dem
Thioether-Sin trans Position zum Picolin, das zu dem zuvor beschriebenen k2-S,Ny Produkte
weiterreagiert.

Es entsteht aus dem k? S ,Ny-Precursor im weiteren Verlauf der Untersuchung der 1:2-
Komplex [Pt(2-Methylpyridin)(N-Ac-Gly-Gly-MetH.;-OH-k-S,Ny)(N-Ac-Gly-Gly-Met-OH-
k-S]*, der erstmals nach einer Resktionsfris von 100 Stunden in nennenswerter
Konzentration erscheint. Seine Konzentration steigt nur langsam, da die Bildung des [Pt(2-
Methylpyridin)(N-Ac-Gly-GlyH ;-MetH 1-OH-k®-SNwNg2)]  bei  diesem  pH-Waert
offensichtlich kinetisch &quivalent favorisiert ist. Die Produktbildung des k?-S,Ny:k-S und
des k3-S,Nw,Ne verlaufen zeitgleich und treten mit der Abnahme des k*-S,Ny auf, so dass
vermutet werden kann, dass der k*-S,Ny-Precursor mit dem Thioether-S in cis-Position zum
aromatischen Liganden und der trans-Precursor unter den gewdahlten Trennbedingungen
identische Retentionszeiten besitzen und daher chromatographisch auf Grund identischer -

Zeiten nicht unterschieden werden konnen.
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7.3 Umsetzungen mit dem Tripeptid N-Ac-Gly-M et-Gly-OH

7.3.1 Chromatographisches System

Die chromatographische Trennung des Systems [Pt(H,0)2(NHs)(2-Methylpyridin)]** / N-Ac-
Gly-Met-Gly-OH im Verhdltnis 1:1 und 1:2 erfolgte mit einem Stufengradienten bestehend
aus 1, 5 20% Methanol. Bei einer Saulentemperartur von 25° C und mit 0,1%
Pentafluorpropionsdure als IPR konnten innerhalb von 50 Minuten die Reaktionsprodukte von
den Verunreinigungen getrennt werden. Dartber hinaus sind die chromatographischen
Trennungen so gewahlt worden, dass ein direkter Vergleich zu dem System Cisplatin / N-Ac-
Gly-Met-Gly-OH moglich war (s. Kap. 7.5).
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Abb. 7.13: Chromatogramme eines 1:1 Ansatzes des System [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] % / N-Ac-Gly-Met-Gly-OH; 1%, 5%, 20% MeOH; 0,1% PFP;
25°C; pH = 6,12; Reaktionszeit (t) = 504 Stunden

Nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen (504 Stunden) wurden die pH-Werte der
Reaktionsansdtze gemessen und die Lésungen chromatographiert. Bel der anschlief3enden
Lagerung bei 4° C anderte sich die Produktverteilung kaum. Dargestellt in Abbildung 7.13 ist
ein  Chromatogramm zur Verdeutlichung der Elutionsreihenfolge. Die in  den
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Chromatogrammen als Nebenprodukte gekennzeichneten Peaks, sind Verunreinigungen aus
Peptid und Metallkomplex, die die Untersuchungen nicht beeinflussten und nicht weiter

berticksichtigt wurden.

7.3.2 pH-abhangige Produktverteilung

Die in Abbildung 7.14 dargestellte pH-abhangige Produktverteilung weist deutliche
Unterschiede zu der des Systems [Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)]** / N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH auf.
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Abb. 7.14: pH-abhangige Produktverteilung nach 21 Tagen de  Reaktion
[ Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Met-Gly-OH im Verhaltnis 1:1

Es bildet sich nahezu (iber den gesamten pH-Bereich das tridentat-koordinierte k3-S,Ny,Ne
mit grofter Signalintentsitdt, die im pH-Bereich 3,8 £ pHE 4,5 sprunghaft ansteigt und ab pH
= 5 konstant bleibt. Im sauren Milieu dominiert ein 1:2-Komplex, der k®-S,Nmk>-S' ,N’'m

koordiniert ist, dessen bidentater k-S:k-S -Vorlaufer nicht detektiert wurde. Es muss an dieser
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Stelle auf die Problematik der unterschiedlichen molaren Extinktionskoeffizienten
hingewiesen werden. Die pH-abhangige Untersuchung zeigt, wie bislang die Auftragung der
bei einer Detektorwellenlange von | = 220 nm detektierten Signalfléchen gegen die
logarithmische Zeitskala. Die UV-Spektren des k3-S,Nu,Ne und der 1:2-Speziesbei 220 nm
zeigen jewells sehr unterschiedliche molare Extinktionskoeffizienten (s. Abb. 7.15).
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Abb. 7.15: normierte UV-Spektren des tridentaten k3-SNw,Ne2 und der 1:2-Spezies aus
dem System [ Pt(H20),(NHs)(2-Methylpyridin)] ** / N-Ac-Gly-Met-Gly-OH

Um einen Vergleich der tatsichlich vorliegenden Konzentrationen anstellen zu kénnen, muss
daher diese Tatsache beriicksichtigt werden. Es muss davon ausgegangen werden, dass das
Konzentrationsverhdtnis zwischen k3-S,Nu,Ng und k*-S,Ny:k®-S N’y bei pH-Werten ab
pH = 4 nahezu gleich ist und bei pH-Werten < 3 vermutlich die k®-S,Nuk*-S ,N'm
Koordination dberwiegt. Eine Umwandlung der integrierten Extinktionswerte fir die
Peakflachen in Produktmengen ware nur bei bekannten molaren Extinktionskoeffizienten

moglich.

In Abbildung 7.16 sind die wichtigsten Strukturen aus den Reaktion zwischen AMD 473 und
N-Ac-Gly-Met-Gly-OH abgebildet.
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Abb. 7.16: Strukturen wichtiger Komplexe aus dem System [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Met-Gly-OH

7.3.3 Kinetische Untersuchung

Die kinetische Untersuchung des Systems [Pt(H20)>(NHs)(2-Methylpyridin)]?* / N-Ac-Gly-
Met-Gly-OH fand ausschliefdlich im Neutralen satt, da die Bildung von 1:2- und
Spaltungsprodukten unterbunden werden sollte. Der zeitliche Verlauf der Produktentwicklung
ist in Abbildung 7.17 dargestellt: Auch hier muss erneut berticksichtigt werden, dass die
molare Extinktion der k3-S,Nw,Na2 Spezies groRer als die der 1:2-Spezies ist und daher kein
Zusammenhang zwischen Signalintensitdt und Konzentration besteht. Das bedeutet fur die
Aussage der zeitabhangigen Untersuchung, dass nur die zeitliche Entstehung der Produkte

berticksichtigt werden kann.
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Abb. 7.17:  zeitabhdngige  Produktverteilung des  Systems  [Pt(H20)2(NH3)(2-
Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Met-Gly-OH (1:1); pH = 6,75

Die Edukte werden nach 6 Stunden nicht mehr detektiert. Das erste Produkt ist ein k-S, das
keinen Verlust von Picolin aufweist, was anhand von UV-Spektren belegt wurde. Das
monodentate Intermediat reagiert schnell weiter zum k*-S,Ny-Chelat, das bei 8 Stunden ein
Peakmaximum durchl&uft und zum tridentat koordinierten k3-S,Nw,Ng, weiterreagiert. Das
k?-S,Num:k?-S' N’y Produkt erscheint erstmals nach 8 Stunden und bildet sich kontinuierlich
wahrend der weiteren Reaktionsfrist, dokumentiert durch eine permanente

Intensitdtszunahme. Erst nach 524 Stunden nimmt die Konzentration leicht ab. Die 1:2

Spezies konkurriert mit dem tridentaten k3-S,Nw,Ne.

7.34 Charakterisierung der Produkte

Aufgrund der geringen Produktvielfalt ist auf eine semi-préparative Trennung verzichtet

worden, da der Einsatz der LC / MS-Technik ene schnelle und einfache

Produktcharakterisierung ermoglichte.
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Abb.7.18:  ES-MSSpektrum des tridentaten k*-S Ny, Nex-Komplexes

Die Produktzuordnung konnte mit den erhaltenen Massenspektren direkt vorgenommen
werden. Der aus dem k?-S,Ny koordinierten entstehende k3-S,Ny,Ng, tridentat koordinierte
Komplex zeigt einen Molekilpeak bei m/z = 592 (s Abb. 7.18), mit einer Geréte typischen

Genauigkeit von D=-2.

Auch der bidentate Precursor konnte durch die LC / MS-Technik durch einen MolekUilpeak
bei m/z = 610 bestétigt werden, welcher dem Komplex [Pt(NHs)(2-Methylpyridin)(N-Ac-
Gly-MetH.1-Gly-OH-k?-S,Ny)] entspricht.
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Abb.7.19;  ES-MS-Spektrum des bidentaten kK-S Ny-Komplexes

Mit einem Molekllpeak bel m/z = 804 konnte die Stochiometrie der 1:2 Spezies bestétigt

werden.
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Abb. 7.20:  ES-MSSpektrum des k-S,N:k2-S N’ y-Komplexes
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In der folgenden Tabelle sind die ESI-massenspektrometrischen Daten zusammengefasst,

wobei die theoretischen Massen in Klammern angegeben werden:

Tab. 7.2: ES -massenspekirometrische Daten der 1: 1Komplexe und des 1:2 Komplexes

Signalzuordnung k>-S,Nw, N2 k-S,Ny 1.2

miz 592 (594) 610 (612) 804 (806)

7.4 NMR-Charakteriserung der Komplexe

7.4.1 Das System [Pt(H,0)2(NHs)(2-M ethylpyridin)]?* / N-Ac-Gly-Gly-M et-OH

Die Hauptprodukte aus der Umsetzung von [Pt(H,O)2(NHz)(2-Methylpyridin)]?* mit dem
Tripeptid N-Ac-Gly-Gly-Met-OH konnten in ausreichender Reinheit semi-praparativ getrennt
werden, so dass eine eindeutige Charakteriserung mit Hilfe der H / %°Pt-NMR-
Spektroskopie sowie ESI-Massenspektrometrie moglich war.

Die UV-Spektroskopie kann im Gegensatz zu den analogen Cisplatin-Komplexen Produkte
aus Systemen mit AMD 473 mit unterschiedlichen Koordinationsmodi nicht herangezogen
werden, da durch den Einbau des aromatischen Liganden in die Koordinationssphére des
Metalls ein Absorptionsmaximum im UV-Bereich 240-260 nm erzeugt werden. So kann fur
die beschriebenen Verbindungen nicht mehr eindeutig zwischen bi- und tridentaten Spezies
unterschieden werden (s. Abb. 7.21).
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Abb. 7.21: normierte UV-Spekiren der wichtigsten Produkte aus dem System
[ Pt(H20)2(NHs)(2-Methylpyridin)] >* / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH und AMD 473

Allerdings zeigen die UV-Spektren, dass die molaren Extinktionskoeffizienten bei 220 nm
sehr ghnlich sind, mit der einzigen Ausnahme des tridentaten , dessen Extinktionskoeffizient
etwas groRer ist. Man kann daher die Signalflachen der Produkte bei den HPLC-
Untersuchungen in etwa miteinander vergleichen.

Die Bildung der k-Sund k*-S Ny Intermediate kann durch eine zeitabhangige ‘H-NMR-
Untersuchung bei pH = 4 beobachtet werden.

Zuerst entsteht der koordinierte k-S Precursor, der einen Verschiebungswert der d-CHs
Protonen des Thioethers um + 0,24 aufweist und bei 2,34 ppm zu finden ist (s. Abb. 7.22)
[106].



7 Reaktionen von [Pt(H,0),(NH3)(2-Methylpyridin)]** 77

- -"k . "‘ M't oy »'h

Le +1 L =1 KL ik 3 b T aw T L M- T Tam 1%

Abb. 7.22:  Ausschnitt aus einem *H-NMR-Spektrum einer 1:1-NMR-Kinetik des Systems
AMD 473 | N-Ac-Gly-Gly-Met-OH nach 0,5 Sunden; pH = 5,00; 30° C; ¢ =
80 mM:; D,O

Nach einer weiteren Reaktionsdauer von 30 Minuten erscheinen mehrere Signale zwischen
2,5 ppm und 2,4 ppm fiir die dy-CH3 Protonen, was die Bildung der Diastereomeren des k-
SNNu-Chelats indiziert (s. Abb. 7.23) [146]. Darlber hinaus sind die vielen Signale en
eindeutiges Indiz fiir die Entstehung beider k?-S,Ny-Chelate, wobei eéinmal der Thioether-Sin

der Position cis zum Picolin und einmal in der Position trans zum Picolin koordiniert ist.

Aullerdem ist der Shift der ay-Protonen um — 0,13 ppm zu héherem Feld mit einem

chemischen Verschiebungswert von 4,44 ppm ein eindeutiges Kennzeichen fir eine zweite
Koordination am Stickstoff des Methionins.



7 Reaktionen von [Pt(H,0),(NH3)(2-Methylpyridin)]** 78

Abb. 7.23:  Ausschnitt aus einem *H-NMR-Spektrum einer 1:1-NMR-Kinetik des Systems
AMD 473/ N-Ac-Gly-Gly-Met-OH nach 3 Sunden; pH = 5,00; 30° C;
c= 80 mM; DO

Der Uber den gesamten pH-Bereich stabile 1:2 Komplex konnte in ausreichender Menge
durch semi-préparative RPIPC erhalten werden. Wie schon zuvor beschrieben erbrachte das
UV-Spektrum (s. Abb. 7.21) keinen Aufschluss Uber den Koordinationsmodus, da im Beisain
des aromatischen Liganden keine Unterscheidung zwischen bidentater und tridentater
Koordiniation maoglich ist. Im FAB-Massenspetrum konnte der Molekllpeak nicht
identifiziert werden, da der Komplex in den zu Verfligung stehenden Matrizes (s. Kap. 4.2)
sich entweder zu gut oder zu schlecht |6ste.

Das 'H-NMR (s. Abb. 7.24) zeigt eine chemische Verschiebung der Acetylprotonen des
ersten Peptids bei 2,07 und 2,06 ppm und fur das zweite Peptid bel 1,96 ppm.
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Abb. 7.24:  H-NMR-Spektrum des k-S,Nw: k-S -Produkts; pH = 2,45

Die Signale des aromatischen Liganden liegen bei 8,80 ppm fur Ha, 7,93 ppm fur Hg, 7,58
ppm fur He, 7,42 ppm fir Hp. Bel 3,06 ppm erscheint ein Singulett fir die CH3-Protonen
(He) der 2-Methylgruppe

Die k-S' -Koordination wird durch ein Singulett der Thioetherprotonen bei 2,30 ppm bestétigt.
Die k?-S,Ny Koordination wird durch zwei Signale der dy-CH3 zwischen 2,45 ppm und 2,53
ppm und den damit verbundenen Tieffeldshift zum freien Peptid indiziert (s. Tab. 7.3). Das
ausschlaggebende Indiz fir ein k®-SNy Produkt ist alerdings der charakteristische
Hochfeldshift des a y-Protons um —0,2 ppm zu 4,32 ppm. Die Koordination des Stickstoff Ny
fihrt zu einer starken Verbreiterung der Signale. Die Gly,-ac>-CH> Protonen des k?-S,Ny
koordinierten Bioliganden erfahren einen ungewdhnlichen Hochfeldshift um —0,3 ppm zu
3,64 ppm, wobei die Protonen der Gly;-Einheit unverandert bei 3,98 ppm vorliegen. Beide
Resonanzen liegen ohne weitere Signalaufspaltung vor.

Der ungewohnliche Shift der ap-Protonen kann mit Hilfe des Ringstrommodells erklért
werden [147], der angeregt wird, wenn die delokalisierte p-Elektronen einem auf3eren
Magnetfeld Bp ausgesetzt sind. ES entsteht ein zusdtzliches Magnetfeld Bjn, dessen
Kraftlinien im inneren des Aromaten dem auf3eren Magnetfeld entgegenwirkt. Das bedeutet,
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dass die H-Protonen, die direkt am Aromaten gebunden schwécher abgeschirmt sind, als

Protonen oberhalb und unterhalb des Aromaten.
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Abb. 7.25: Schematische Anordnung des Picolins und des Peptids in der k2-SNw:k-S-

Koordinierung

In diesem Fall ist das aromatische Ringsystems des Picolins beinahe senkrecht zur
guadratischen Ebene des Metallzentrums und der a gz-Protonen, alerdings ausschliefdlich bei
einer Koordinierung des Thioether-S in trans Position zum N-Picolin. Der Abstand zwischen
Aromat und Glycineinheit ist nach Modellbau kleiner als 3,00 Angstrém (s. Abb. 7.25) [46]
und damit muss davon ausgegangen werden, dass deren chemischer Verschiebungswert durch
den Ringsrom signifikant beeinflusst wird. Der Hochfeldshift bedeutet, dass die ac-CH>

durch die raumliche Néhe zum Aromaten eine starke Abschirmung erfahren.

Durch die Koordination tber den Schwefel des Methionins sind die by und gy zu tieferem
Feld verschoben. Die Zuordnung der Resonanzen wird durch die erhohte Signalbreite
erschwert, wobel auch das H,H COSY keine weiteren Informationen ergab. Im Bereich 3,88
ppm bis 4,50 ppm sind die Signale der unkoordinierten ay’, aci’- und ag’- sowie der
koordinierten av-Protonen zu finden.

Die Aufnahme eines 1**PtNMR-Spektrums erbrachte den eindeutigen Beweis einer NoSy-
Umgebung mit einer Resonanz bei —3560 ppm [146]. Die Struktur des Komplexes ist in
Abbildung 7.7 abgebildet.
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Die NMR-spektroskopischen Verschiebungswerte und Aufspaltungsmuster sind in Tabelle
7.3 zusammengefasst.

Neben dem Komplex mit 1:2 Stéchiometrie bildeten sich auch zwel Produkte im Verhaltnis
1.1, deren beider Struktur erst durch einen Vergleich ihrer NMR-spektroskopischen

Ergebnisse geklart werden konnten.

Der k®-SNy koordiniete Komplex, zeigt im 'H-NMR-Spektrum (s. Abb. 7.26) die
eindeutigen Tieffeldshifts der CHs-Protonen des Thioethers. Man erhélt mehrere Signale bel
2,43 ppm und 2,38 ppm, die damit um ca. + 0,3 ppm tieffeldverschoben sind im Vergleich
zum freien Peptid (s. Tab. 7.3) [106]. Die Tatsache, dass fur die CHs-Protonen des Thioethers
eine Vielzahl von Signalen vorliegen, die nicht alle durch Bildung von Diastereomeren
erklérbar sind, muss davon ausgegangen werden, dass ein Gemisch aus cis und trans k®-S,Ny-
Chelat vorliegt, denn fiir reines (k®-S,Ny)trans wéren maximal vier Signale fir dy-CHs zu

erwarten.

Die au-Protonen des Methionins shiften um — 0,2 ppm zu héherem Feld und sind bei 4,33
ppm zu finden, mit der firr eine k?-S,Ny Koordinierung charakteristischen Aufspaltung. Die
Resonanz der a-CH; Protonen sind bei 3,95 ppm zu finden und entsprechen denen im
unkoordinierten Peptid. Erneut erfahren die Protonen der Gly,-Einheit einen ungewdhnlichen
Hochfeldshift um — 0,3 ppm, der sich auch schon bel der zuvor diskutieren 1:2 Verbindung
zeigte, so dass die Resonanzen bei 3,68 ppm diesen Protonen zugeordnet werden konnen.
Allerdings ist der Integralwert fur ac-CH> kleiner als fur agi-CH2, wodurch ein cis/trans-
Gemisch weiter belegt wird. Die Resonanzen beider Glycineinheiten sind zum Triplett
aufgespalten.

Die Koordinierung des Schwefelatoms bewirkt naturgemald einen Tieffeldshift der by- und
gv-Protonen. Auch hier lassen sich die Signale aufgrund der starken Peakverbreiterung nur

schwer zuordnen.
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Abb. 7.26:  'H-NMR-Spektrum des k2-S,Ny-Produkts; pH = 2,05

Fir die Protonen des 2-Methypyridins erhdt man Verschiebungswerte von 8,87 ppm flr Ha,

7,94 ppm fur Hg, 7,59 ppm fur He, 7,41 ppm fur Hp und bel 3,03 ppm erscheint die Resonanz

der CH3-Protonen der Methylgruppe (Hg).

Da auch hier aufgrund des *H-NMR-Spektrums eine Koordinierung des Stickstoff Ng, nicht
auszuschlieBen war, wurde ein %Pt Spektrum (s. Abb. 7.27) aufgenommen. Einer Resonanz

bei - 3040 ppm weisen APPLETON ET AL. einer N.SO-Umgebung (nach NHz/H,O) am Platin

Zu [146], so dass von einer bidentaten Koordination am Platin ausgegangen werden muss.
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Abb. 7.27:  Pt-NMR-Spektrum des k2-SNy-Produkts; (600MHz)
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Die chemischen Verschiebungen und Aufspaltungsmuster des Komplexes sind am Ende des
Kapitels zusammengefasst (s. Tab. 7.3).

Eine FAB-Messung bestétigte die Stochiometrie mit einem Molekllpeak m/z = 614 und die
zuvor angenommene Koordinationssphére am Platin ist damit eindeutig geklart. Als
Fragmentierungen sind die Abspaltung des Aminliganden und die Abgabe der COOH-Gruppe
und des 2-Methylpyridins zu beobachten. Die Fragmentierungsmuster sind am Ende des

Kapitels kurz zusammengefasst (s. Tab. 7.2).

Die massenspektrometrische Untersuchung des tridentat koordinierten k3-S,Nw,Ng zeigte die
Stochiometrie im Verhdltnis 1:1, mit einem Molekilpeak bel m/z = 595 an. Es wird die
Abspaltung der COOH-Gruppe und der Verlust des 2-Methylpyridin beobachtet, mit den
jewelligen Massen be m/z = 549 und m/z = 502 (s. Tab. 7.2). Die in den Klammern

angegebenen Werte entsprechen den theoreti schen Mol ekilmassen.

Tab.7.2: FAB-massenspekirometrische Daten der beiden 1:1 Produkte

Peakzuordnung k%-S,Nu k3-S,Nu,Ng
[T1] 614 (610) 595 (594)
[1.1] — COOH 569 (567) 549 (549)
[1:1] — COOH - Picalin 474 (472)
[T:1] —Picolin 502 (501)

Das 'H-NMR-Spektrum des k®-S,Nu,Ng. zeigt, dargestellt in Abbildung 7.28, ein eindeutiges
Aufspaltungsmuster fir einen tridentat koordinierten Komplex. Die du-Protonen erfahren
durch die Schwefelkoordination, neben den by- und gu-Protonen, einen Tieffeldshift, wobei
die d-CHs-Protonen ein Singulett bei 2,58 ppm aufweisen. Die ay-Protonen snd um -0,23
ppm zu héherem Feld verschoben und liegen bel einem V erschiebungswert von 4,33 ppm vor.
Die Koordination am Stickstoff Ng, bewirkt einen Tieffeldshift der ac-Protonen auf 4,01
ppm, wobei die Koordination eine Aufspaltung des Singuletts zum Multiplett bewirkt. Die
Acetylgruppe weist eine Resonanz bei 1,95 ppm auf.
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Abb. 7.28:  *H-NMR-Spektrum des k3-S,Ny,Ng2-Produkts; pH = 2,38: D,O

Das in Abbildung 7.29 prasentierte 1°°Pt-Spektrum zeigt einen Verschiebungswert bei —3150
ppm, wodurch eine N3S-Koordinationssphare am Platin charakterisiert wird [146.].
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Abb.7.29:  %Pt-NMR-Spektrum des k*-S,Nu,Ne-Produkts; (600MHZ); D,O
Die Struktur des Komplexesist in Abbildung 7.7 dargestellt.

Die chemischen Verschiebungswerte und die Aufspaltungsmuster der NMR-charakterisierten
Produkte sind in Tabelle 7.3 zusammengefasst:
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Tab. 7.3 Chemische Verschiebungen und Aufspaltungsmuster des Peptids, der beiden
1:1 k3-SNu,Ng - und des k2-S Ny - Produkts und der 1:2-Spezies
Signalzuordnung | N-Ac-Gly-Gly-Met | k>-SNu,Ng |  k?-S,Ny k’-S,Ny:k-S
a'c, act 3,94 401s 3,95m 3,98s
ac 3,98 39-42m 3,68s 3,64s
a'a 3,98s
awm 4,56 4,33 m 4,43 m 4,32 -4,43m
a'wm 450 m
bm 203-215m [|19-245m| 1,8-245m 18-245m
Om 2,62m 245-32m| 245-32m 245-31m
dwm 2,10 2,58s 2,38-243m 245-2,53m
d’'m 2,24;2,30 s
Ac 2,01 1,95 2,02 2,075 206s, 1,95s
He 3,02 3,03 3,06s
Hp 7,45 7,41 742m
Hc 7,52 7,59 758 m
Hg 7,90 7,94 7,93 m
Ha 8,80 8,87 8,80 m
195 Pt - 3150 - 3040 - 3560
pH 2,17 2,05 2,38 2,45

7.5 Diskussion

Der Vergleich des Reaktionsverhaltens der in dieser Arbeit untersuchten methioninhaltigen

Peptiden mit AMD 473 zeigt eine eindeutige Favorisierung der trans-Position zum Picolin fur

die Erstsubstitution, in Einklang mit Untersuchungen von SADLERET AL an 5'-GMP? [57].

Die zeitabhangige Produktverteilung des Peptids N-Ac-Met-OH zeigt die bevorzugte

Entstehung des (k*-S,Nu)pic ohne Verlust des Picolinliganden. Im weiteren Verlauf der

Untersuchung wird die Bildung des picolinfreien bidentaten k?-S,Ny beobachtet, der langsam
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aus dem (k2-S,Ny )ric mit dem Thioether-Schwefel trans zum Picolin- Liganden entsteht, da die
Picolin-N-Pt-Bindung durch den trans- Effekt des Schwefels labilisiert wird.

Dariiber hinaus verlauft die Bildung des (k*-S,Nw)pic-Chelats recht langsam, wodurch der
relative Anteil an dem bevorzugten k-Sk-S und seinem k2-S,Ny:k?-S',N’w Folgeprodukt
signifikant im Vergleich zum Cisplatin / N-Ac-Met-OH-System (s. Kap 9.3) erhoht wird.

Das Produktspektrum des AMD 473 / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH- Systems bekréftigt den hohen
kinetischen Vorteil der k-S:k-S -Spezies durch die beobachtete Bildung des k*-S,Ny:k*-S -
Komplex als Hauptprodukt. Wiederum bestétigt sich die eindeutige kinetische Bevorzugung
der Position trans zum Picolin, durch den geringen Anteill an dem konkurrierendem
tridentaten Komplex (3-S,Nw,Ne2)pic. Allerdings kénnen hier keine picolinfreien Produkte
beobachtet werden, da wahrscheinlich auf Grund der sterischen Behinderung des langeren
Ac-Gly-Gly-Peptidriickgrats durch den aromatischen Liganden eine Verdrangung des Picolins
im Vergleich zum N-Ac-Met-OH und N-Ac-Gly-Met-Gly-OH kinetisch ungunstig ist. Daraus
resultierende Folgeprodukte k*-SNwk?-S ,N'v und k3-SNm,Ng:k-S  konnten in den
untersuchten Reaktionsfristen nicht beobachtet werden.

Die Bedeutung der Lange des zum Methionrest N-terminalen Peptidriickgrats wird anhand der
Untersuchungen mit dem Tripeptid N-Ac-Gly-Met-Gly-OH deutlich. Es bildet sich dort im
Gegensatz zum N-Ac-Gly-Gly-Met-OH der k?-S,Nyk*-S ,N'w als Hauptprodukt. Dagegen
entsteht bei Reaktionen von Oligopeptiden mit Cisplatin vorzugsweise das tridentate k°-
SNm,Ne2, was die zeitabhangige Produktverteilung fur N-Ac-Gly-Met-Gly-OH mit dem
Antitumorpréparat bei pH = 6,02 beispielhaft zeigt (s. Abb. 7.30). Ab etwa 100 Stunden
dominiert die k3-S,Nw,Ne-Spezies a's Hauptprodukt. Der 1:2 k?-S,Nyk>-S',N’u-Komplex
entstent kontinuierlich Uber die gesamte Reaktionsfrist allerdings in deutlich geringerer
Konzentration als mit AMD 473.
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Abb. 7.30:  zeitabhangige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Gly-Met-Gly-
OH (1:1); pH = 6,02

Man kann algemein folgendes Reaktionsschema fir die Reaktionen von AMD 473 mit
methioninhaltigen Peptiden formulieren, dargestellt in der folgenden Abbildung:

m NemeHytily-M=<R
-'" [P RV R | o
a
S — — 0 — ndn— 11
— P |
ALEN

[ R
. | yB
3 Pom — — 4 -
Fad ‘
N “1
L ; 13 |
) B [
et — g '_, - |
'
NI’
[RETR-Y
¥

l-\ 1 N AR - n

.
E
LI
_j_ -

0
RN v [ T rp— -I_Ev

M\ M=

N
IO N - M1 S L N :
‘ i el AN
Fui 1o—R—3
ol ‘ \__
Y R [}

mE B

ik
Ny r—
[
N~

S-S WIFLE AN

Abb. 7.31: Reaktionsschema fur die Umsetzung von AMD 473 mit methioninhaltigen
Peptiden
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Das Reaktionsverhalten von AMD 473 wird durch die Substitution trans zum Picolin
bestimmt. Die Substitution cis zum Picolin dagegen verlauft langsamer und spielt nur eine
untergeordnete Rolle. Die Reaktion vom (2-S,Ny)trans zum k?-S,Nwk-S konnte in den
Untersuchungen nicht eindeutig bestdtigt werden. Da sie aber auch nicht ausgeschlossen
werden kann, ist sie daher mit einem gestrichelten Pfeil gekennzeichnet.

Zusammenfassend gilt fir alle Peptide, dass die k-Sk-S Intermediate bei AMD 473 im
Gegensatz zu CDDP stabiler sind, da in Systemen von AMD 473 1:2-Produkte eindeutig
bevorzugt gebildet werden [16, 33]. Die Chelatisierung hingegen findet verlangsamt statt, da
die Anwesenheit des aromatischen Liganden eine Anndherung der Peptidseitenkette
behindert.
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8  Reaktionsvergleich zwischen AMD 494 und AMD 473

Folgender Vergleich zwischen den Platinkomplexen AMD 494 und AMD 473 in den pH-
abhangigen Produktverteilungen und den zeitabhéngigen Produktverteilungen mit dem Peptid
N-Ac-Gly-Gly-Met-OH zeigt die Unterschiede und Gemeinsamkeiten im Reaktionsverhalten
der beiden Komplexe mit methioninhaltigen Peptiden.

Eine Gemeinsamkeit ist die klare kinetische Bevorzugung der Position trans zum
aromatischen Liganden, wobel in Systemen von AMD 494 gezeigt werden konnte, dass die k-
S-Erstsubstituion des Chlorliganden in Position cis zum Pyridin nur von geringer Bedeutung
sein muss (s. Kap. 6.3).

Ein nédherer Vergleich der pH-abhangigen Produktverteilungen zeigt, dass in Systemen von
AMD 494 der bidentate k*-S,Ny-Komplex dominiert, wobei bei htheren pH-Werten der
Anteil der k3-SNw,Ne unter Verlust des Pyridinliganden as weiteres Produkt entsteht (s.
Abb. 6.2). Die Bildung von 1.2-Produkten spielt be Systemen von AMD 494 ein
untergeordnete Rolle.

Diesist auch der gravierendste Unterschied beider Systeme zueinander, was der Vergleich mit
der pH-abhéngigen Produktverteilung des Systems AMD 473 / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH
eindeutig unterstreicht (s. Abb. 7.8). Bel AMD 473 bildet sich Gber den gesamten pH-Bereich
die k?-S,Nyk-S -Spezies als Hauptprodukt. Es scheint, dass eine ausreichende Labilisierung
der Pt-N(Picolin)-Bindung aufgrund des grof3en Trans- Effekts des Thioether-Schwefelatoms
nicht erfolgt, denn Produkte, die auf den Verlust des Picolins zuriickzuftihren waren, konnten
innerhalb der gewahlten Inkubationszeiten nicht beobachtet werden. Im Gegensatz dazu reicht
der Trans-Effekts des Schwefels bei Reaktionen von AMD 494 mit N-Ac-Gly-Gly-Met-OH
aus, einen Velust des Pyridins mit etwa gleicher Geschwindigkeit wie den des
Amminliganden des Cisplatins zu erwirken, so dass der Pyridin-freie k®-S,Nu,Ng beobachtet
wird.

Allerdings konnte bel Umsetzungen von AMD 473 mit methioninhaltigen Peptiden gezeigt
werden, dass in 1:2-Komplexen bei kurzen N-terminalen Peptidketten (z. Bspl. Ac oder Ac-
Gly) durchaus ein Verlust des Picolins zu beobachten ist (s. Kap. 7.5).

Es lasst sich daraus resimieren, dass der sterische Einfluss der Grolde des aromatischen
Liganden, die Reaktionen von AMD 494 und AMD 473 mit methioninhaltigen Peptiden
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entscheidend bestimmt, was die Korrelation zwischen der Abnahme der relativen
Reaktivitdten mit schwefelhaltigen Verbindungen und die Grofe des Aromaten bestétigt [50,
53].

Allgemein kann damit folgendes formales Reaktionsschema fur die Wechselwirkungen mit
N-Ac-Gly-Gly-Met-OH formuliert werden:

L1 langsam

cis-k-§ ———=— sk -9.N,, CiS-KS-S’NM’N“‘?
fir AMIY 473 fiir AV 494
. . langsam
‘:m{; i;i o —  trans-K-% S - lramns-k-S.N,, £ K =8Ny N,
-Pyridin
l 1
K-S-8’
l fiir AMD» 473
mit N-Ac-Met-03] |
. . mil N-Ac-Gly-Mal-Gly-OH v
lrams-1e-S, N K-8 > K-S8.N,x-8.N7,
l Limr AMD 404
=8N N, K-S’

Abb. 8.1: formales Reaktionsschema fir die Umsetzung von AMD 494 und AMD 473 mit
N-Ac-Gly-Gly-Met-OH

Fur AMD 473 ist Reaktionsweg Il mit der Bildung der 1:2-Spezies von grof3erer Bedeutung
als Reaktionsweg |I. Auf Grund seiner geringeren Sperrigkeit kann der Pyridinligand im trans-
k2-S,Nu-Komplex des AMD 494 zugunsten der Bildung eines tridentaten k>-S,Nu,Nexr
Komplexes verdrangt werden. Als Folge wird Reaktionsweg | von AMD 494 bevorzugt.
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9  Reaktionen von Cisplatin mit N-Ac-Met-OH und 5'-GMP?*

9.1 Chromatographisches System

Fur die Trennung der terndren Systeme von Cisplatin mit N-Ac-Met-OH und 5 -GMP*
erwies es sich als vorteilhaft eine Stufengradienten bestehend aus 1%, 5% und 10% Methanol
als organischen Modifier mit PFP als lonenpaareagenz einzusetzen. Der Wechsel des Gehalts
an organischen Modifier erfolgt nach 30 beziehungsweise 70 Minuten. Eine optimale
Trennleistung wurde bel einer Saulentemperatur von 22° C erreicht. Die nachfolgende

Abbildung 9.1 zeigt ein Beispielchromatogramm, das die Elutionsreihenfolge verdeutlicht.

60 -
0 SN,
% 40 - N,:N7,
2
‘= 30
f. CHigcner
SONESTNT
NP KS.\,:N
+ T T T T T T T T
10 20 30 40 50 €0 70 80

Z¢l | nm
Abb. 9.1: Chromatogramme eines 1:1:1 Ansatzes des System Cisplatin / N-Ac-Met-OH /
5'-GMP?; 1%, 5%, 10% MeOH; 0,1% PFP; 22° C; pH = 4,5

Die in den ersten Minuten auftretenden Nebenprodukte sind Verunreinigungen des Peptids
und haben keinen Einfluss auf die Reaktionen. Sie werden daher in den nachfolgenden

Untersuchungen nicht weiter behandelt.
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9.1.1 pH-abhangige Produktverteilung

Die analytischen Reaktionsésungen des Systems Cisplatin/ N-Ac-Met-OH/ 5'-GMP? im
Verhdltnis 1:1:1, mit einer Einwaagekonzentration von 0,8 mM bezogen auf das Peptid,
wurden mit entsprechenden Aquivalentanteilen an 0,1 M Salpetersiure oder 0,1 M
Natronlauge versetzt, wobei 80 i einem Aquivalent entsprechen.

Nach einer Inkubationsdauer von 21 Tagen bei 40° C wurden die pH-Werte bestimmt und die
Losungen chromatographiert. Die Lagerung fand bel 4° C im Kihlschrank statt, wobei die
Produktverteilung sich nur unwesentlich anderte. Die Integrale der Signale wurden gegen den
zugehorigen  pHWert  aufgetragen und man ehdt ene  pH-abhéngige
Produktverteilungskurve, dargestellt in Abbildung 9.2.
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Abb. 9.2 pH-abhangige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Met-OH / 5’ -
GMP? (1:1:1); Reaktionszeit: 21 Tage

Uber den gesamten untersuchten pH-Bereich liegt eine 1:2-Spezies vor, die bei pH = 7,5 ihre
maximale Signalintensitét erreicht. Dabei sind zwel Nukleotidmolekile am Platin koordiniert,

wobei die jeweilige Koordination Uber das N7 des Guanosinmonophosphats erfolgt.
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Das zweite 1:2 Produkt ist ein k?-S,Nyk*S ,N'w koordinierter Komplex, dessen maximale
Peakintensitét bei pH = 3,5 zu finden ist.

Ab etwa pH = 5 dominiert ein k*>-S,Ny koordinierter Chelat-Komplex, der ab pH = 6 das
Hauptprodukt ist. Dariiber hinaus erscheint bei gleichem pH-Wert das vermutlich k2-S,Ny, k-
N- koordinierte Produkt, das nach einer 21-tdgigen Inkubation, die einzige gemischt
koordinierte Spezies von Peptid und Nukleotid darstellt.

Die schon von WIRTH ET AL. beschriebenen nm¥N1,N7z-verbriickten Oligomere treten ab pH =
5,5 auf und ihre Signalintensitédt nimmt mit steigenden pH-Werten zu [148-149]. Ein nur im
Sauren detektiertes und ein Uber den gesamten untersuchten pH-Bereich stabiles
Nebenprodukt konnten auch mit Hilfe der ESI/ MS-Technik nicht weiter charakterisiert

werden.

Die Strukturen der wichtigsten Komplexe sind Abbildung 9.3 prasentiert.
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Abb. 9.3; Srukturen des bidentaten K2-SNy (a), des K-SNw:N; (b) und der 1:2-
Komplexe (c) und (d)
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9.1.2 Kinetische Untersuchungen

Der zeitabhangige Reaktionsverlauf wurde anhand analytischer Reaktionslésungen bei
neutralen pH-Werten in aguimolarer Zusammensetzung und bei Nukleotidiberschuss
untersucht. Die zu diesem Zweck angesetzten und Uber einen Zeitraum von 42 Tagen bel
40°C aufbewahrten Reaktionsansdtze wurden kontinuierlich chromatographiert, wobei die

pH-Werte nach Ablauf von 21 Tagen gemessen wurden.
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Abb.9.4:  Chromatogramme eines 1:1:1 Kinetikansatzes des Systems Cisplatin / NAc-
Met-OH / 5-GMP?; 1%, 5%, 10% MeOH; 0,1% PFP; 22° C; pH = 6,22
a)t=10min b)t= 56 Sunden c) t = 120 Stunden
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Man beobachtet eine rasche Abnahme an Peptid und Metallkomplex, da beide innerhalb von
24 Stunden abreagiert sind. Eine signifikante Reduktion an Nuk |eotidkonzentration wird erst
nach Ablauf eines Tages detektiert. Allerdings ist trotz der stetigen Abnahme ein
vollstandiger Verbrauch nicht zu beobachten, da auch nach 1000 Stunden 5'-GMP?* in der
LOsung présent ist. Aus Untersuchungen von KLEINE ET AL. ist bekannt, dass bei sauren pH-
Werten eine langsame Abspaltung des Phosphatrestes zu beobachten ist [34], was auch hier
die Begrundung fir die Konzentrationsabnahme bei t > 100 Stunden zu sein scheint, da keine
Signalzunahme an Nukleotid/ Metallkomplexen zu beobachten ist. Auffélig sind auch die
signifikanten Konzentrationsabnahmen fiir das wahrscheinlich k?-S,Ny:k-N7 koordinierte
Produkt und k-N7:k-N’7, wo ebenfalls eine Phosphatspaltung nach t > 100 Stunden vermutet

werden muss.
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Abb. 9.5: zeitabhéngige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Met-OH / 5'-
GMP? (1:1:1) ; pH = 6,22

Neben dem monodentaten k-S-Precursor entsteht sehr rasch der k*-S,Ny koordinierte
Komplex, der innerhalb von 100 Stunden seine maximale Signaintensitét erreicht und nach
75 Stunden das Hauptprodukt dieser Reaktion ist. Der ebenfalls schnell sich bildende k-S:k-

S Vorlaufer erreicht nach 55 Stunden seine maximale Konzentration und ist nach 100
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Stunden zum k-S,Nwk?-S N’y abreagiert. Dieses 1:2-Produkt wird nach 2 Stunden in
messbaren Konzentrationen detektiert und bildet sich kontinuierlich Gber die gesamte
untersuchte Reaktionsfrist.

Nach zwei Stunden erscheint erstmals ein Nukleotid / Peptid-Komplex, der vermutlich k-
S/Nmk-N7 koordiniert ist. Diesser Komplex erreicht nach 24 Stunden seine maximale
Peakintensitét. Mit geringerer Signalintensitét erscheint innerhalb der ersten Stunde der k-
N7k-N’7 1:2-Komplex, der nach 75 Stunden seine maximale Signalintensitét aufweist. Eine
Transferreaktion von k-S,Nw:kN7 zu k-N7k-N’7 konnte unter diesen Bedingungen nicht
gezeigt werden.

Die Reaktionen sind nach 1000 Stunden offensichtlich nicht vollstandig abgeschlossen, da die
Konzentrationen an k?-S,Ny und k?-S,Ny:k?-S' N’y weiter zunehmen. Dariiber hinaus sind
wiederum K onzertrationsabnahmen des vermuteten k?-S,Nyk-N7 und der k-N7:k-N’,—Spezis
nach t > 100 Stunden zu beobachten, was eine Phosphatabspaltung des

Gunaonsinmonophosphats vermuten |&sst.

Zur Vermeidung der Guanosinentstehung wurden bei den nachfolgenden Untersuchungen der
pH-Wert erhéht und die Bevorzugung von Metall / Nukleotidkomplexen durch einen

Nukl eotidiberschuss angestrebt.

Bel der zeitabhéngigen Untersuchung von Reaktionen des Systems Cisplatin/ N-Ac-Met-OH/
5-GMP* im stéchiometrischen Verhdtnis 1:1:2 bei einem pH-Wert von 7,7 zeigt sich eine
stetige Abnahme des Metallkomplexes (s. Abb. 9.6), der nach einer Reaktionsdauer von 52
Stunden nicht mehr detektiert wird. Die Konzentrationsabnahme an Peptid verlauft anfangs
stetig, aber nach 48 Stunden ist keine wesentliche Anderung der Signalflache zu beobachten.
Allerdings nimmt die Konzentration an unkoordiniertem Peptid nach 500 Stunden wieder zu.

Eine Reaktion des Nukleotids beginnt erst nach 2 Stunden indiziert durch ene
Peakflachenabnahme, die stetig verléauft. Nach 100 Stunden verandert sich die Signalintensitét

nicht mehr, was mit dem Verbrauch an Metallkomplex korreliert.
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Abb. 9.6: zeitabhangige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Met-OH / 5'-
GMP? (1:1:2); pH= 7,7

Die Entstehung des nonodentaten k-S-Vorldufers konnte unter diesen Bedingungen nicht
detektiert werden. Es entsteht innerhalb der ersten Stunde neben dem bidentaten k?-S,Ny
auch der k-S:k-S Precursor, der eindeutig zum k®-S,Nyk*-S N’y weiterreagiert. Nach 4
Stunden Inkubation erscheint erstmal's das wahrscheinlich k-S,Nu:k-N- koordinierte Produkt,
das nach 48 Stunden seine maximale Signalintensitét erreicht, die dann langsam abnimmt. Die
k-N7:k-N7" Spezies bildet sich nach 8 Stunden, wobei kein Konnex zwischen diesen

Produk ten beobachtet werden kann.

Eine Bevorzugung des k-N7k-N7;' 1:2-Produkts und eine Aufklarung der dazugehdrenden
Intermediate sollte durch eine weitere Erhthung des Nukleotidanteils erreicht werden.

Bel der zeitabhangigen Untersuchung von Reaktionen des Systems Cisplatin/ N-Ac-Met-OH/
5-GMP* im stochiometrischen Verhdtnis 1:1:4 wurden innerhalb der ersten Stunden eine
Vielzahl an Vorlauferprodukten detektiert, deren Signdlintensitét nicht ausreichte eine
zufriedenstellende  Produktzuordnung zu ermoglichen Sie sind daher nicht weiter

berticksichtigt worden.
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Abb. 9.7 zeitabhangige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Met-OH / 5'-
GMP? (1:1:4) ; pH = 7,06

Die Abnahme der Peakintensitdt an Nukleotid ist diesmal innerhalb der ersten Stunde zu
beobachten und verlauft stetig innerhalb der ersten 100 Stunden der Inkubationsdauer. Uber
diese Reaktionsfrist hinaus ist keine Intensitdtsabnahme mehr zu beobachten. Die
Hauptprodukte der Reaktion sind der k?-S,Ny-Chelatkomplex, die k3-S,Nyk*-S N’y Spezies
und der k-N7Kk-N’; Komplex, wobel letzterer das Hauptprodukt der Reaktion ist. Dieser
Komplex erscheint erstmals nach zweistiindiger Inkubation in ausreichender Konzentration.
Er erreicht nach 48 Stunden sein Peakmaximum und ist das Hauptprodukt. Synchron dazu
bildet sich das k*-SNy alerdings mit geringerer Konzentration. Der hohe
Nukleotidiberschuss bewirkt eine deutliche Bevorzugung der Metall / Nukleotid-1:2- Spezies.
Der sich nach zweistundiger Inkubationsdauer bildende k-S:k-N7 wurde erstimals detektiert.
Er erreicht nach 6 Stunden sein Peakmaximum und wird nach 100 Stunden nicht mehr
detektiert. Es scheint eine Wechselbeziehung zwischen der leichten Zunahme des
Peptidsignals und der Konzentrationsabnahme an k-S:k-N7 zu bestehen.

Innerhalb der ersten Stunde der Reaktion erscheint das k*-S,Nyk-N7, das nach 75 Stunden

seine maximale Konzentration erreicht und bei langer andauernder Inkubation nur leicht
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abnimmt. Das k?-S,Ny:k?>-S',N’\ bildet sich sofort und erreicht nach etwa 100 Stunden seine

maximale Intensitét.

Die reaktionsmechanistischen Beziehungen zwischen [Pt(NHz)(N-Ac-MetH.;-OH-k*
S,Nm)(5'-GMP-k-N7)]” und der k-N7:Kk-N’7-Spezies sollte durch eine zeitabhangige Studie
bestédtigt werden, in der nach zwolfstiindiger Inkubation des bindren Systems Cisplatin / N-
Ac-Met-OH, 5'-GMP? nachtraglich zugesetzt wurde (s. Abb. 9.8).

m -
k1)
=== Nuklentid
a f
;E 20 M v
£ 20 1
k7 —— (SN,)
(NN
1y
——

—g (5NN
)
ﬂ LI 1 - LI T = 1 lf'-‘;‘NM:N’)
1 m 10H) ILLLI]

7.t []
Abb. 9.8: zeitabhéngige Produktverteilung des Systems [ Pt(NHs)2(N-Ac-MetH.-OH-k-
SNw)] /5 -GMP? (1:1); pH = 6,20

Das nach 12 Stunden dominierende Hauptprodukt [Pt(NHsz)2(N-Ac-MetH.1-OH-k*-S,Nyw)]*
reagiert mit 5'-GMP* sehr langsam. Vielmehr scheint die k?-S,Ny-Spezies relativ inert zu
sein, da sie weder durch Zugabe an Nukleotid oder unter Temperatureinfluss, hohe Mengen
an Folgeprodukten innerhalb von 1000 Stunden bildet, im Gegensatz zu Systemen mit H-Met-
OH: Dort beobachteten SADLER ET AL, dass der k*-S,Ny-Chelat Ringdffnungen bei pH
ungefahr 4 eingeht. [106]. Erst nach 75 Stunden kann eine detektierbarer Verbrauch an k-
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S,Nm durch die Bildung von Nukleotidprodukten festgestellt werden. Zeitgleich mit der
Abnahme an k?-S,Ny wird die Bildung des k?-S,Ny:k-N+ nach 75 Stunden beobachtet.
Obwohl ein k-S:k-N- als Precursor nicht detektiert wurde, kann eine Reaktion vom k-S,Ny
Uber k-S:k-N7 zum k-N7:k-N’7 nicht vollsténdig ausgeschlossen werden, da diese 1:2- Spezies
schon nach 6 Stunden Inkubation erscheint und damit deutlich vor der k?-S,Ny:k-N+-Spezies.
Bel pH = 6,2 sollte eine langsame Ringdffnung noch moglich sein. Es kann aber auch nicht
vollkommen ausgeschlossen werden, dass das Nukleotid mit noch in der Losung befindlichen
Metallkomplex reagiert.

Die Signaflache der k*-SNwk3-S,N’m-Spezies bleibt nach etwa 6 Stunden Inkubation

nahezu konstant.

9.2 Charakteriserung der Komplexe

Die Hauptprodukte aus der Umsetzung von Cisplatin mit dem Peptid N-Ac-Met-OH in
Anwesenheit von 5-GMP* konnten in ausreichender Reinheit semi-praparativ getrennt
werden, so dass eine eindeutige Charakterisierung mit Hilfe der UV/ Vis- und der *H/ 1%Pt-
NM R- Spektroskopie méglich war. Durch den Einsatz der ESI-Massenspektrometrie konnten

auch die Stéchiometrien einiger Intermediate ermittelt werden.

Mit Hilfe einer zeitabhangigen NMR-Untersuchung bei pH = 7 konnte die Bildung des
monodentaten k-S-V orlaufers beobachtet werden.

Zuerst entsteht der monodentate k-S, der einen Verschiebungswert der d-CH3 Protonen des
Thioethers um + 0,33 aufweist und bel 2,43 ppm zu finden ist (s. Abb. 9.9).
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Abb. 9.9: Ausschnitt aus einem *H-NMR-Spektrum einer 1:1-NMR-Kinetik des Systems
Cisplatin / N-Ac-Met-OH nach 0,1 Stunden; pH = 5,00; 30° C; D20;
c=80mM

Nach weiteren 3 Stunden Reaktionsdauer erscheinen die Signale des bidentaten k*-S,Ny
zwischen 2,45 ppm und 2,62 ppm. Durch die Koordination am Ny des Methionins erféhrt das
av-Proton einen Tieffeldshift um —0,25 ppm, so dass die Resonanzen bei 4,31 ppm dem CH-

am zugewiesen werden kann.
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Abb.9.10:  Ausschnitt aus einem *H-NMR-Spektrum einer 1:1-NMR-Kinetik des Systems
Cigplatin / N-Ac-Met-OH nach 3 Sunden; pH = 7,00; 30° C; D,O; ¢ = 80 mM
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Das Nwkleotid 5-GMP* stellt die einfachste Modellverbindung fir DNA dar. Eine
Koordinierung eines Platinatoms unter physiologischen Bedingungen findet hauptsachlich am
N; des Guanosinmonophosphats stett. Daher kann man das Hs-Proton as NMR-
spektroskopische Sonde nutzen, denn die Lage der Hs-Resonanz im *H-NMR-Spektrum ist
isoliert, so dass eine Koordination des Stickstoff N; am Metallkomplex durch einen
Tieffeldshift des Hg-Signals verfolgt werden kann.

In den aufgenommenen !H-NMR-Spektren einer Kinetikmessung eines &guimolaren
Mikroansatzes des ternéren Systems in D,O nach @) 5 Minuten b) 6 Stunden ¢ ) 24 Stunden (s.
Abb. 9.11) zeigt sich, dass die Reaktionen zwischen Metallkomplex und Peptid bel ¢ = 80
mM sehr schnell sind. Schon innerhalb der ersten Minuten bildet sich der k-S—Precursor.
Nach einer Resktionsdauer von 6 Stunden kann kein freles dy-Signal mehr beobachtet
werden, wobei die der k?-S,Ny-Koordinationen entsprechenden Resonanzen (s. a. Abb. 9.9,
Abb. 9.10) vorhanden sind.

Die Reaktion von Nukleotid und Metalkomplex in Anwesenheit von Peptid ist relativ
langsam. Es ist zwar die Bildung an k?-S,Nmk-N; innerhalb der ersten 6 Stunden zu
beobachten, doch ist das Signal bei 8,85 ppm sehr klein (s. Abb. 9.11 (b)). Es erscheint das
Signal der N7:N'7-Spezies bel 8,50 ppm. Die Resonanzen beider Produkte werden im weiteren
Verlauf der Untersuchung grofker, doch ist die Konzentration im Vergleich zum
unkoordinierten Nukleotid sehr gering.

Die Zuordnung der by- und gu-Resonanzen erfolgte Uber H,H-COSY-Spektren, da die
Signale durch die Koordination am Thioeter-Schwefel stark verbreitert werden.
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Abb.9.11:  Ausschnitte aus 'H-NMR-Spektren einer 1:1:1-NMR-Kinetik des Systems
Cisplatin / N-Ac-Met-OH / 5'-GMP? nach a) 5 Minuten, b) 6 Sunden und c)
25 Sunden; pH=7,00; 30°C; D;O; c=80mM



9 Reaktionen von Cisplatin mit N-Ac-Met-OH und 5'-GMP> 104

Eine kinetische Untersuchung des binaren Systems Cisplatin / 5'-GMP* zeigt dagegen, dass
die Reaktion von Metalkomplex und Nukleotid in Abwesenheit von N-Ac-Met-OH sehr
schnell verlauft. Schon innerhalb ersten Stunden ist 5'-GMP* verbraucht und es hat sich
vollsténdig die 1:2-Spezies gebildet (s. Abb. 9.12). Das Signal des H-Protons ist bei 8,50

ppm zu finden.
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Abb.9.12:  Ausschnitt aus einem *H-NMR-Spektrum einer 1:1-NMR-Kinetik des Systems
Cisplatin/ 5-GMP* nach 5 Sunden; pH = 7,00; 30° C; D,O; ¢ = 80 mM

In Tabelle 9.1 werden die wichtigsten chemischen Verschiebungswerte und
Aufspaltungsmuster der NMR-spektroskopischen  Untersuchungen  zusammenfassend

prasentiert.

Tab. 9.1: Chemische Verschiebungen und Aufspaltungsmuster des k2-SNw: k-N7- und
des k-N7: k-N';-Produktes und 5 -GMP?*

Signal zuordnung 5-GMP~ k?-S,Ny:k-N+ k-N7Kk-N’7
v 243, 245s
Hs 8,20s 8,85s 8,50 s
pH 6,20 7,00 7,00
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Weitere Nebenprodukte konnten nur mit Hilfe der ESI / MS-Technik bestétigt werden, da
durch die Vielzahl der Produkte und ihrer Diastereomere eine vollstandige Aufklarung durch
eine "H-NMR-Kinetik nicht méglich ist. Exemplarisch ist hier das erhaltene MS-Spektrum fiir
den k-Sk-N+ abgebildet.
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Abb.9.13:  ES-MSSpektrum des k-S k-N7-Komplexes

Der berechnete Wert fir das Hauptisotop liegt bei m/z = 826. Es zeigt sich im Spektrum ein
Peak bel 822, so dass die Abweichung 4 betrégt, was im Bereich der Gerédte typsichen
Genauigkelt liegt.
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Ferner konnte so auch das Vorliegen des k-S:k-S -Precursors durch einen Molekulpeak m/z =
610 beststigt werden, was einem [Pt(NHsz)2(N-Ac-Met-OH-k-S)(N-Ac-Met-OH-k-9)]?*
entspricht mit einer Genauigkeit von D =-2.

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung sind in Tabelle 9.2
zusammengefasst, wobel die berechneten Werte fir das Hauptisotop in Klammern angegeben

sind.

Tab.9.2: ES -massenspekirometrische Daten des k-Sk-N; und der k-S k-S -Spezies

Peakzuordnung k-S.k-N- k-Sk-S
[1:2] 610 (612)
[1:1:1] 822 (826)

In der nachfolgenden Abbildung 9.14 sind die UV-Spektren der Hauptprodukte aus den
Resktionen von 5-GMP* mit Cisplatin in Anwesenheit des Peptids N-Ac-Met-OH
dargestellt.

Die Platin / Nukleotid-Komplexe zeigen deutliche Maxima zwischen 255 und 265 nm und
besitzen einen charakteristischen Kurvenverlauf. Im Vergleich dazu zeigen die Platin/ Peptid-
Komplexe kein Maximum, so dass die Spektren Aufschluss Uber eine Koordinierung von 5'-
GMP* am Metallzentrum geben.
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Abb. 9.14: normierte UV-Spektren der wichtigsten Produkte aus dem System Cisplatin /
N-Ac-Met-OH / 5 -GMP*
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Mit Hilfe der semi-préparativen Trennung war eine Charakterisierung der Hauptprodukte

maoglich.

Das 'H-NMR-Spektrum des bidentaten k®-S,Ny zeigt eine Tieffeldverschiebung der dy-
Protonen, so dass die Signale bel 2,63 ppm, 2,47 ppm und 2,37 ppm den du-CH3 zugeordnet
werden konnen [57, 106]. Das chirale Zentrum am Schwefel und die mogliche cis und trans
Ausrichtung der GN-Bindung in der Acetylgruppe bewirken die Entstehung von bis zu 4

Isomeren, wodurch die Vielzahl der Resonanzen fur die dy-Protonen erklart werden.
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Abb.9.15:  H-NMR-Spektrum des k2-S,Ny-Produkts; pH = 2,17

Dartber hinaus zeigt das Spektrum die fur eine Ny-Koordinierung charakteristische
Hochfeldverschiebung des a y—Protons um —0,36 ppm zu 4,20 ppm. Durch die Koordinierung
des Thioethers sind die Resonanzen der by- und guv-Protonen ebenfalls zu tieferem Feld
verschoben, alerdings ist durch die grof3e Signalverbreiterung eine Signalzuordnung

schwierig. Die Resonanz der Acetylgruppeist bei 2,05 ppm zu finden.
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Die Koordinationssphére am Platin wird weiterhin durch ein 1%Pt-Spektrum bestétigt mit fur
eine N3S-Umgebung typischen Verschiebungswert von —3081 ppm (s. Abb. 9.16) [146].

-2960 -3000 -3040 -3080 -3120 -3160

PPN
Abb.9.16:  ®Pt-NMR-Spektrum des K-S Ny-Produkts; (600MH2)

Die NMR-spektroskopischen Daten und Aufspaltungsmuster sind in Tabelle 9.4

zusammengefasst.

Die FAB-Massenspektrometrie bestétigte die 1:1 Stdchiometrie durch einen Molekiilpeak m/z
= 420. Es wird der Verlust der beiden Amminliganden beobachtet, mit den jeweiligen
Signalen bei m/z = 402 und m/z = 386. Ferner ist die Abspaltung der COOH-Gruppe durch
ein Signal bei 376 zu beobachten (s. Tab. 9.3).

Die Stochiometrie des k*SNwk®*S ,N'v  wurde anhand massenspektrometrischer
Untersuchungen durch einen Molekilpeak bel m/z = 576 bestétigt (s. Tab. 9.3). Dartber
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hinaus kann man den Verlust eines Peptids, sowie die Abspaltung einer COOH-Gruppe
beobachten.

Tab.9.3: FAB-massenspektrometrische Daten der Cisplatin  /  Peptid-Produkte,

berechnete Werte der Hauptisotopen in Klammern

Peakzuordnung k?-S,Nwm k?-S,Nw.k*-S' N’y
[12] 576 (579)
(L] 420 (421)
[11] - T NH; 402 (404)
[11] - 2 NH; 386 (387) 385 (387)
[1:1] — COOH 376 (376)
[1:1] - 2 NHa— COOH 342 (342)

Die 1:2-Spezies zeigt im °°Pt-NMR-Spektrum eine fir eine N»S,-Koordinationsphare
typischen Verschiebungswert von —3560 ppm, was die Koordinierung zweier Peptide am
Metall zentrum eindeutig bestétigt.

Im H-NMR-Spektrum konnte eine k?-S,Nuk?-S',N'v Koordinierung bestatigt werden, da
eine k?-S,Nwk-S Koordinierung zusétzliche Signale durch die k-S -Koordinierung zu Folge
hétte.

Die Resonanzen der du-Protonen sind bel zwischen 2,42 ppm und 2,59 ppm zu finden und
damit um etwa 0,3 ppm tieffeldverschoben im Vergleich zum unkoordinierten Peptid [106].
Die Resonanz des ay—Protons wird durch die Koordinierung am Ny hochfel dverschoben, so

dass das Signal bel 4,13 ppm diesem zugeordnet werden kann.
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Abb.9.17:  'H-NMR-Spektrum des k2-SNw:k2-S ,N'y -Produkts; pH = 2,25

Die by- und gy-Protonen sind durch die Koordinierung am Schwefel des Methionins

ebenfalls tieffeldverschoben und stark verbreitert. Die Resonanz der Acetylgruppe ist bei 2,06

ppm zu finden. Die chemischen Verschiebungswerte und Aufspaltungsmuster sind in Tabelle

9.4 zusammengefasst.
Tab. 9.4: Chemische Verschiebungen und Aufspaltungsmuster des K-SNw:ke-S ,N'y-
Produktes
Signalzuordnung| N-Ac-Met-OH|  k%-S,Nu:k?-S' N’y k?-S,Ny
am 4,56 m 4,13 m 4,20m
bwm 2,03; 2,15 m 2,00—-2,30m 2,03-233m
Om 24;2,62m 2,40-3,20m 240-287m
dw 2,10s 2,42; 2,48; 2,54, 259 5| 2,63; 2,47; 2,37 S
Ac 2,01s 2,06 s 2,05s
Pt -3560 m -3081 m
pH 2,25 2,25 2,17
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Das *H-NMR-Spektrum des Nz:N'; zeigt einen Tieffeldshift des H-Protons um +0,25 ppm,

so dass die Hg-Resonanz bei 8,45 ppm zu finden i<t.
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Abb.9.18:  H-NMR-Spektrum des k-N7:k-N'7 -Produkts; pH = 2,83

Durch die Koordinierung des N7 am Metallkomplex ist der chemische Verschiebungswert der
Hs um +0,13 tieffeldverschoben und bel 4,12 ppm zu finden. Der Hochfeldshift der H ist
mit -0,03 gering, so dass die Resonanz des Protons fast unverandert bei 5,90 ppm vorliegt, im

Vergleich zu 5,93 im unkoordinierten Nukleotid.

Da das ProtonenrNMR-Spektrum keinerlei eindeutige Hinweise auf eine k-N7k-N’;
Koordinierung zeigte, wurde ein 1*°Pt-NMR-Spektrum aufgenommen. Dort zeigte sich ein
chemischer Verschiebungswert von —-2530 ppm, der eine NsUmgebung am Platin
kennzeichnet [119].
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Abb.9.19:  Pt-NMR-Spektrum des k-N;:k-N'7 -Produkts; (600MH2)

Die chemischen Verschiebungswerte und Aufspaltungsmuster werden Tabelle 9.5 prasentiert.
Die massenspektrometrische Untersuchung bestdtigt die 1:2 Stochiometrie mit einem
Molekilpeak bei m/z = 1040 (s. Tab 9.6). Im Fragmentierungsmuster lasst sich der Verlust
einer Phosphateinheit und der beiden Amminliganden beobachten (m/z = 931).

Die 1:1:1-Stéchiometrie des vermuteten k>-S,Nw:k-N7 wurde mit Hilfe der der ESl / MS-
Technik durch einen Molekilpeak mit m/z = 812 bestétigt, mit der Gerdt spezifischen
Genauigkeit von D = -3 (s. Tab. 9.6). Das entspricht dem Komplex [Pt(NHz)(N-Ac-MetH.1-
OH-k?-SNw)(5'-GMP-k-N7)]".
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Abb. 9.20: ES-MS-Spektrum des k2-S,Ny: k-N7-Komplexes
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Das vermutlich k?-S,Ny:k-N7 koordinierte Produkt konnte in fir die *H-NMR-Spektroskopie
ausreichenden Konzentratioren isoliert werden.

Fur die dy-Protonen findet man bei 2,33 ppm und 2,61 ppm Resonanzen, die mit den fir die
k2-S,Nu- Spezies beobachteten Werte von 2,37 ppm und 2,63 ppm vergleichbar sind (s. Abb.
9.15).

A

1L

Abb.9.21:  'H-NMR-Spektrum des k2-SNy:k-N7 -Produkts; pH = 2,42

Man findet auch zwei Resonanzen fur das ay-CH bel etwa 4,21 ppm und 4,35 ppm, die mit

Hilfe eines H,H-COSY-Spektrums zugeordnet werden konnten, wodurch erneute eine k-
S,Num bestétigt werden konnte.

Die Koordinierung des 5 -GMP* am N- verursacht einen Tieffeldshift des Hg-Protons, dessen
Resonanz bel 8,86 ppm vorliegt. Die Resonanzen der H/Hz und Hy sind bel 4,38 ppm
respektive 6,03 ppm zu finden (s. Tab. 9.5).

Die massenspektrometrische Untersuchung belegten aber eine aquimolare Zusammensetzung,

S0 dass davon ausgegangen werden muss, dass ein Gemisch zwei unterschiedlicher 1somere
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vorliegt. Die HPLC-chromatographische Untersuchung bestdtigte dies, wobei sich die

Retentionszeiten nur unwesentlich voneinander unterschieden.

Tab. 9.5: Chemische Verschiebungen und Aufspaltungsmuster des k2-SNy:k-N7-, des k-
N7: k-N’;-Komplexes und 5'-GMP?*

Signal zuordnung 5-GMP* k?-S,Ny:k-N+ k- N7:k-N’7
am 4,21 m; 4,35m
b 1,98-2,30m
Ov 240-320m
dw 2,61s;2,33s
Ac 2,00s
Hs 8,20 s 8,86 s 8,45s
Hy 593d 6,03 m 590 m
Hz /Hz 4,49 m 4,38 m 4,46 m
Hy 4,32 m 4,12 m 4,32 m
Hs 3,99m 3,98 m 4,12m
pt - 2530
pH 6,20 2,42 2,83

Die Tabelle 9.6 stellt nochmals zusammenfassend die massenspektrometrischen Ergebnisse
des k?-S,Nyk-N7- und des k-N7:k-N’7-Produkts vor.

Tab. 9.6: FAB / ES-massenspektrometrische Daten des k-SNw:k-N7- und des k-N7:k-

N’ 7-Komplexes

Peakzuordnung k?-S,Ny:k-N7 k-N7Kk-N’7
[1:2] 1040 (1040)
[1:1:1] 812 (815)
[1:1] - 2 NHz — PO, 931 (931)
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9.3 Diskussion

In diesem Kapitel wurden die Auswirkungen der Anwesenheit von schwefelhaltigen Peptiden
bei Wechselwirkungen zwischen 5'-GMP* und dem Antitumorpréparat Cisplatin untersucht.

Es wurden physiologisch relevante pH-Werte verwendet.

Die Untersuchungen der Reaktionen von Cisplatin / NAc-Met-OH / 5'-GMP* zeigte die
Bildung von k*SNu, k?>-SNuk*S ,N'w, k*-SNuk-N7, k-Sk-N7 und k-N7k-N'7, deren
Charakterisierung mit Hilfe der NMR-Spektroskopie, FAB-Massenspektrometrie, ESI / MS-
Technik und UV / VIS-Spektroskopie erfolgte.

Der k?-S,Ny-Chelat ist das Hauptprodukt der dquimolaren Umsetzungen von Cisplatin mit 5'-
GMP? und N-Ac-Met-OH.

Ein Vergleich zum bindren System Cisplatin / N-Ac-Met-OH zeigt, dass die maximae
Konzentration des k?>-S,Ny in An- und Abwesenheit des Nukleotids bei &guimolaren
Umsetzungen innerhalb des gleichen Zeitrahmens erreicht wird, dargestellt in Abbildungen
9.5und 9.22.

Bei der zeitabhéngigen Untersuchung des bindren Systems Cisplatin / N-Ac-Met-OH bei pH
= 6,70 (s. Abb. 9.22) wird innerhalb der ersten 24 Stunden neben einem nicht naher
charakterisierten Nebenprodukt nur der bidentate [Pt(NHz)2(N-Ac-MetH.1-OH-k* S Nw)]*-
Komplex gebildet, der auch im welteren Verlauf der Inkubation das dominierende
Hauptprodukt ist, im Gegensatz zu Studien von BRABEC ET. AL, der den monodentaten k-S-
Komplex as Hauptprodukt dieser Reaktion vorschlug [121]. Seine Zuordnung beruht jedoch
auf der Annahme, dass die Acetylfunktion as Schutzgruppe ausreicht um ene
Stickstoffkoordinierung zu verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit und unter Zuhilfenahme
molekllspektroskopischer und —spektrometrischer Methoden konnte allerdings eine

Stickstoffkoordinierung trotz Schutzgruppe eindeutig nachgewiesen werden [106].
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Abb. 9.22:  zeitabhangige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Met-OH (1:1);
pH = 6,70

Allerdings ist die Bildung der 1:2-Spezies k*-S,Ny:k*S ,N'y in Anwesenheit von 5 -GMP*
begunstigt (s. Abb. 9.5), da die Reaktion zwischen Nukleotid und Metallkomplex einen
effektiven Peptidiberschuss bewirkt, der zu einer Favorisierung dieser 1:2-Spezies fuhrt. Die
Reaktionen von isoliertem k-S\N zeigen, dass diese Spezies in neutraler Lésung sehr stabil
ist und nur sehr langsam mit dem Nukleotid reagiert. Dabei ist ein langsamer Transfer des
Platins zum Nukleotid zu beobachten, es entsteht dabei sowohl der k?-S,Nyk-N7 als auch
vermutlich der k-S:k-N7. Letzterer wurde durch ESl / MS-Untersuchungen an dem 1:1:4
Cisplatin / N-Ac-Met-OH/ 5 -GMP*-System nachgewiesen. SADLER ET AL. beschrieben fiir
das System Cisplatin / L-Methionin / 5'-GMP* eine Ringoffnungsreaktion zu k-S:k-N7, die
bei einem pH-Wert von etwa 4 beobachtet wurde [106]. Allerdings ist der k?-S,Ny:k-N+ das
Hauptprodukt bei Umsetzungen von L-Methionin und Cisplatin im Beisein von 5-GMP*
[107].

Besagte Ringoffnung konnte auch die Abnahme an Oligonukleotid bel Reaktionen mit
[Pt(NHz)2(N-Ac-MetH.1-OH-k*-SNw)]* erkldren, da dann die Entstehung des k-N7:k-N’7 als
Folgeprodukt des Peptidverlusts plausibel wére. SADLER ET AL. konnten fur die monodentate
k-S-Spezies bei Uberschuss von 5-GMP* feststellen, dass neben der k*-SNy-Chelat-
Bildung auch der k-N7:k-N’7 detektiert wurde [105-106].
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BRABEC ET AL. schlugen fur N-Acetylmethionin nur die k-S:k-Nz-Koordinierung vor [121],
wenngleich diese Ergebnisse, wie bereits zuvor erwéhnt, aufgrund der vorschnellen Annahme

einer Behinderung der Ny-Koordination in Frage zu stellen sind.

Bei Umsetzungen mit erheblichem Uberschuss an 5'-GMP* entsteht al's Hauptprodukt die k-
N7:Kk-N’7—Spezies, die Uber mehrere Wochen stabil ist. In Anwesenheit von Peptid zeigt der
[Pt(NH3)(5 -GMP-k-N7)2]* keine Folgeprodukte. Der Vorlauferkomplex k-N7 konnte nicht
detektiert werden, wie auch HAMBLEY schon bel Untersuchungen zu GpG feststellte [59].
Allerdings zeigte sich, dass die k-N7:k-N',—Spezies des 5-GMP* in Abwesenheit von
Peptiden eine Halbwertzeit von 6 Stunden besitzt. Im Gegensatz dazu betragt diese bei
Anwesenheit von N-Ac-Met-OH etwa 50 Stunden (s. Abb. 9.7), was bedeutet, dass die k-S:k-
N,—Spezies im Gegensatz zu Carboplatin / Peptid / 5'-GMP?-Systemen die Reaktion zum k-
N7:Kk-N’7 verlangsamt [33-34].

Man kann damit folgendes Reaktionsschema formulieren:
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Abb. 9.23:  Reaktionsschema fiir die Umsetzung von Cisplatin / N-Ac-Met-OH / 5 -GMP?*

Die direkte Reaktion zwischen Platinkomplex und 5'-GMP? (iber das k-NvIntermediat

konnte wie bereits erwahnt nicht experimentell bestétigt werden [105].
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Dariliber hinaus konnte eine Beschleunigung der Platinierung von Nukleotiden durch die
Anwesenheit des N-Ac-Met-OH im System Cisplatin / N-Ac-Me&t-OH / 5'-GMP? nicht
bestétigt werden. Das k?-S,Ny ist bei pH-Werten von etwa 7 kinetisch und thermodynamisch
recht stabil, so dass eine Ringoffnungsreaktion mit 5'-GMP* unter diesen Bedingungen nicht
zu beobachten ist. Dagegen zeigt Abb. 9.7, dass das gemischte k-S:k-N7 unter Freisetzung
von N-Ac-Met-OH langsam mit 5'-GMP* zum k-N7:k-N’7-Produkt weiterreagieren kann.

Fur eine vollstdndige Aufklarung des Wirkungsmechanismus von Cisplatin in vivo ist der
Einsatz einer Modellverbindung sinnvoll, welche im Gegensatz zu 5'-GMP? die Bildung von
k2-N7,N7-Makrochelaten erméglicht. Aus diesem Grunde sind Untersuchungen mit langeren
DNA-Bruchstticken, wie zum Beispiel das Hexamer d-ATGGTA, aussagekréaftiger als die des
einfachen 5'-GMP?". Darauf wird im néchsten Kapitel eingegangen.
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10 Reaktionen von Cisplatin mit d-ATGGTA in Anwesenheit
von N-Ac-M et-OH

10.1 Chromatographisches System

Fur die chromatographische Trennung des Systems Cisplatin / N-Ac-Met-OH / dATGGTA
erwies es sich as notwendig mit einem 10 mM Ammoniumacetatpuffer zu trennen, unter der
Verwendung von Acetonitril als organische Modifier. Eine optimale Trennung erfolgte mit
dem Einsatz eines Stufengradienten, wobei der Anteil an MeCN nach 32 Minuten von 1% auf
7% erhoht wurde und nach 60 Minuten erfolgte eine erneute Konzentrationserhohung auf
30% MeCN.

10.1.1 Kinetische Untersuchung des Systems[Pt(NHz)2(N-Ac-MetH 1-OH-k2-S,Nw)]* / o
ATGGTA

Es wurde eine analytische Reaktionddsung des Systems [Pt(NHs)2(N-Ac-MetH.;-OH-k*
SNw)]" / d-ATGGTA im Verhdtnis 1:1 mit einer Einwaagekonzentration von 0,8 mM
bezogen auf das Nukleotid angesetzt und fortlaufend chromatographiert. Die Inkubation fand
bei 40° C datt.

Die zeitabhangige Auftragung der Signalflachen ist in Abbildung 10.1 dargestellt:
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Abb. 10.1:  zeitabhéngige Produktverteilung des Systems [Pt(NHz)2(N-Ac-MetH.;-OH-k2-
SNw)] "/ d-ATGGTA (1:1); pH = 5,2

Die Signalintensitét des Metallfragments bleibt in den ersten 10 Stunden Reaktionsfrist
konstant. Erst danach ist eine kontinuierliche Abnahme zu beobachten, wobel auch nach Gber
100 Stunden noch Metallkomplex in der Lésung ist. Das Nukleotid nimmt tber den gesamten
Zeitraum der Untersuchung ab und ist nach 100 Stunden abreagiert. Nach 12 Stunden wird
der k?-S,Nwk®-S' N’y Komplex detektiert, dessen Signalintensitét nur gering zunimmt.
Innerhalb der ersten Stunde der Inkubation erscheint der monodentate k-N7 (tr = 66 min),
dessen Peakflache im weiteren Verlauf nur leicht abnimmt. Fast zeitgleich kann der k-N7:k-
N’7 (tz = 67 min) detektiert werden. SADLER ET AL. konnten eine Ringéffnung des k?-S,Ny-
Komplexes bei pH = 4 nachweisen, der dann in Gegenwart von GpG zum k-S:k-N7 reagiert
[106]. In diesen Untersuchungen zeigte sich ebenfals, dass die Verdrangung von S
koordinierten Bioliganden durch die DNA-Modellverbindung vermutet werden kann, da eine
weitere Spezies P2 mit einer kiirzeren Retentionszeit (tr = 45) min erstmals nach 3 Stunden
erscheint. Sie ist nach 100 Stunden das Hauptprodukt der Reaktion.
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10.2 Ergebnisse und Diskussion

Die gewonnen Erkenntnisse aus den Untersuchungen von Reaktionen mit Cisplatin oder
Carboplatin und Nukleotiden in Anwesenheit von Peptiden zeigten, dass die Identifizierung
der Produkte mit Hilfe der ESI / MS-Technik mdglich ist [33]. Allerdings gelang bisher keine
zufriedenstellende HPLC / ESI / MS-Kopplung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Nukleotid-Produktgemische deshalb mit Hilfe der
MALDI-Massenspektrometrie und der *H-NMR-Spektroskopie charakterisiert. Die N-
terminal acetylierte Aminosdure ist die kleinste Modellverbindung fir en Peptid und daher
ein haufig verwendeter Bioligand zur Imitierung des Reaktionsverhaltens zwischen Cisplatin
und methioninhaltigen Peptiden in vivo [106, 121]. Die Reaktionsprodukte von Cisplatin / N-
Ac-Met-OH-Systemen sind in dem vorangegangenen Kapitel 9 eingehend diskutiert worden.
Zur Untersuchung des Reaktionsverhaltens von DNA gegeniiber k2-S,Ny-koordinierten
Platin, wurde die Umsetzung des [Pt(NHz)2(N-Ac-MetH.1-OH-k*S,Ny)] *-Komplexes mit
dem Hexamer auch durch *H-NM R-Spektroskopie tiberpriift.

Die 'H-NMR-Untersuchung vom k?-S,Ny mit Hexanukleotid (1:1; 80 mM) zeigt, dass bei
hoher Eduktkonzentration nach einer 2tagigen Inkubation bei pH = 5,2 und T = 40° C en
gemischtes Produkt entstanden ist. Die Signale der unkoordinierten Guaninprotonen bei 7,77

ppm und 7,90 ppm sind nicht mehr im Spektrum vorhanden.

m"‘*.. & /"J" J‘V o }"\J'.\l u‘f"k
M.W'MJ‘“M”‘LM““}W“&'WMMNMNr.-’P M’an “’A’ T
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Abb. 10.2:  H-NMR-Spektrum eines 1:1 Reaktionsansatzes des Systems [ Pt(NHz)(N-Ac-
MetH.1-OH--SNw)] * / d-ATGGTA-Gemisches; nach 48 Sunden; pH = 5,20;
30° C; c=80mM
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Im Vergleich zum unkoordinierten Nukleotid weisen die Protonen des Thymins (Hs) und des
Adenins (H,, Hg) durch eine Koordination des Guanin-N; einen Tieffeldshift um 0,1 ppm.
Das Hs-Proton der 3'-Guanineinheit wird um +1,0 ppm tieffeldverschoben und ist bei 8,76
ppm zu finden. MARzILLI wies diesen Wert einer N7-Koordination zu [150]. Die Resonanz fur
Hg-Proton der 5'-Guanineinheit ist um + 0,3 ppm tieffeldverschoben und ist somit bei 8,1
ppm zu finden.

Anhand der Methioninprotonen erwies sich eine Produktzuordnung als nicht mdéglich, da die
|somerenbildung beim k3-S,Ny-Komplex zu einer Vielzahl an dy-Signalen im Bereich

2,3ppm — 2,6 ppm (s. Kap. 9. 2) fuhrt.

Die massenspektrometrische Untersuchung zeigte neben dem Molekiilpeak k?-N7,N’~
K omplexes (m/z = 2086) des einen Molekiilpeak m/z = 2260 , wobei damit nicht zwischen k?-
S,Nwk-N7 und k-S:k?-N7,N’7 unterschieden werden konnte.

1856 2261
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Abb. 10.3:  Massenspektrum des [Pt(NHs)o(N-Ac-MetH.1-OH-I2-SNw)]* : d-ATGGTA-
Reaktionsgemisches nach 12 Sunden im Verhaltnis 1:1; pH = 5,20
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Nach Abbildung 10.1 muss dieser Peak zum Endprodukt P2 zugeordnet werden. Nach
Vergleich mit dem Cisplatin / NAc-Met-OH / 5 GMP?-System kann davon ausgegangen
werden, dass hier der k*-S,Nyk-N7-Komplex vorliegt. Spezies P1 in Abbildung 10.1 weist
ein Maximum nach 30 Stunden auf und fallt bis 150 Stunden auf Null. P1 kann vermutlich
zum gemischten k-S:k-N-Komplex als Vorlaufer des k3-N;,N';-Bisaddukts zugeordnet

werden.

Das Hauptprodukt des terndren Systems wurde NMR-spektroskopisch untersucht. Es zeigte
sich im *H-NMR-Spektrum, dass die Reaktionen von Cisplatin mit dem Hexanukleotid in
Anwesenheit von N-Ac-Met-OH bei pH = 5,2 innerhab einer dreistiindiger Inkubation
einsetzten.

| | | |
RS 30 7. 7.0

Abb. 10.4:  H-NMR-Spektrum eines 1:1 Reaktionsansatzes des Systems Cisplatin / N-Ac-
Met-OH / dATGGTA-Gemisches, nach 12 Sunden; pH = 5,20; 30° C; ¢ = 80
mM

th

Ein *H-NMR-Spektrum nach 12 Stunden Inkubationszeit, dargestellt in Abbildung 10.4 zeigt,
dass die Protonen des Thymins (Hs) und des Adenins (H, Hg) einen Tieffeldshift durch eine
Koordination des N; um etwa 0,1 ppm erfahren haben. Das Hs-Proton der 3’ -Guanineinheit
wird um +1,0 ppm tieffeldverschoben und ist bei 8,76 ppm zu finden, was fur eine k-N7-
Koordinierung charakteristisch ist. Da die Zuordnung der Methioninprotonen unmaoglich war,
ist aus Ubersichtsgriinden nur der aromatische Bereich abgebildet worden. Nach 12 Stunden
sind die Signale der unkoordinierten Guanin-H8-Protonen verschwunden, das bedeutet, dass

die Bildung des k?-N7,N's-Bisaddukts bei der relativ hohen Eduktkonzentration schon in
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kurzer Zeit abgeschlossen ist. Die massenspektrometrische Untersuchung bestétigt, ohne
vorherige Trennung der Reaktionsprodukte, die Entstehung des k?-N7:N'7 und des k?-S,Ny-
Chelats.
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Abb. 10.5:  Ausschnitt eines Massenspektrums des Cisplatin : N-Ac-Met-OH : dATGGTA-
Reaktionsgemisches nach 12 Stunden im Verhaltnis 1:1

Im Gegensatz zu anadlogen Systemen mit 5-GMP*> und der chromatographischen
Untersuchung, vorgestellt in Abbildung 10.1, kdnnen nach 12 Stunden gemischte Produkte
wie der k?-S,Nyk-N7-Komplex in den MALDI-TOF-Spektren nicht beobachtet werden. Dies
schliefd die Bildung des k-S:k-N7-Komplexes als Intermediat allerdings nicht aus.

SADLER ET AL. zeigten bei Untersuchungen von GpG in Anwesenheit von N-Ac-Met-OH,
dass sich das stabile monofunktionale Produkt k-S:k-N- bildet, in dem der Chlorligand des
(en)PtCh durch eine N7 einer Guaninbase substituiert ist, wobel die konkurrierende Bildung
des k?-S,Ny auch beriicksichtigt werden muss [106]. Bei pH = 4 zeigt sich, dass anschlief}end
eine Abnahme an k*-S Ny stattfindet, da die Ringdffnung eintritt und sich der k-S:k-N7
bildet. SADLER ET AL. konnten ebenfalls zeigen, dass GpG sehr viel langsamer als 5'-GMP*
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das Skoordiniertes Peptid im k-S:k-Nz-Komplex verdréngt, was er durch die Anwesenheit
von Wasserstoffbriickenbindungen in grofieren Nukleotideinheiten erklarte [106]. BRABEC ET
AL. beobachteten ebenfalls eine Behinderung der Platinierung von DNA in Anwesenheit von
Methionin, die er durch das Vorliegen as Edukt des fir die DNA Koordination ungtinstigen
k®-S,Nv erklarte [121]. Die entsprechenden Arbeiten mit langeren Peptiden von KLEINE
bestétigen allerdings die Substitution eines Peptids im k-S:k-N7z-Komplex durch ein Nv-
Guaninatom [33-34].

Die Umsetzung des [Pt(NHs)2(N-Ac-MetH.1-OH-k*S,Ny)] -Komplexes mit dem Hexamer
zeigt, dass sich daraus der k-N7k-N’; langsam bildet (s. Abb. 10.1). Die
massenspektrometrische Untersuchung dieses Systems belegt die Koordinierung der DNA
und sprechen deshab fur die Entstehung eines gemischten Kk-S:k-Nz-koordiniertem
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Abb. 10.6: Reaktionsschema fir die Umsetzung von Cisplatin / N-Ac-Met-OH / d-
ATGGTA?*
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Wie auch schon bei den Untersuchungen des Systems Cisplatin / N-Ac-Met-OH / 5 GMP? ist
die k?>-S,Ny Ringéffnung und daraus resultierende k-S:k-N; zu beriicksichtigen. Da in den
hier vorgestellten Ergebnissen keine Unterscheidung zwischen k-S:k?-N7:N7" und k?-S,Ny k-
N7 moglich war sind die Resktionspfeile mit einem Fragezeichen versehen. Die
massenspektrometrischen  Untersuchungen ergaben  dass eine  Nukleotid-Peptid-
Platinverbindung vorliegt. Aber eine Aussage Uber die Koordinationssphére am Platin konnte
nicht getroffen werden. Die dy-Resonanzen des Methionins geben auf Grund der
Isomerenbildung keine eindeutigen Hinwelise auf Produktbildung.

Es zeigte sich, dass die Peptidmodellverbindung N-Ac-Met-OH fir die analytische
Untersuchung des Reaktionsverlaufs zwischen Cisplatin und DNA wenig geeignet ist. Flr
zukinftige Arbeiten ist es somit sinnvoll auf léangere methioninhaltige Peptide als

M odel lverbindungen auszuweichen.
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11 Zusammenfassung

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde zum einen der Einfluss eines aromatischen
Liganden auf die Wechselwirkungen von cisplatinanalogen Komplexen mit methioninhaltigen
Peptiden untersucht. Dabei wurden die Metallkomplexe AMD 494 und AMD 473 mit dem
Peptid N-Ac-Gly-Gly-Met-OH umgesetzt. Die so gewonnenen Erkenntnisse wurden mit den
mechanistischen Untersuchungen des Cisplatins und Carboplatin verglichen. Dartiber hinaus
wurden die Reaktionen von AMD 473 mit den Peptiden N-Ac-Met-OH, N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH und N-Ac-Gly-Met-Gly-OH untersucht, um den Einfluss einer Verlangerung des N-
beziehungsweise C-terminalen Peptidrickgrats auf das Reaktionsverhalten dieses
Platinkomplexes aufzukl&ren.

Zum anderen wurde das Reaktionsverhalten des Cisplatins gegentiber Nukleotiden, wie 5'-
GMP* und d-ATGGTA, in An und Abwesenheit von methioninhaltigen Peptiden untersucht,
wobei N-Ac-Met-OH al's Peptidmodel lverbindung eingesetzt wurde.

Die Reaktionen der Pt(I1)-Komplexe wurden sowohl zeit- als auch pH-abhangig untersucht.
Die pH-abhéngigen Untersuchungen dienen dazu, eine Aussage Uber die thermodynamisch
stabilen Endprodukte zu treffen. Es wurden dazu ReaktionslGsungen mit unterschiedlichen
pH-Werten bel 40° C Uber 21 Tage inkubiert und fortlaufend chrometographiert. Die
Verfolgung des zeitabhangigen Reaktionsverlaufs bel ausgewahlten pH-Werten dient der
Aufklarung des Reaktionsmechanismus. Zur Auftrennung der Produktgemische wurde die
reversed-phase lonenpaarchromatographie mit dem |onenpaar-Reagenz Perfluorcarbonsaure
PFP eingesetzt. Die besten Trennbedingungen wurden mit Methanol als organischen Modifier
erzielt. Durch Variation der Konzentration des organischen Modifiers und der
Trenntemperatur konnten die Reaktionsgemische optimal getrennt werden, wobel die
Temperatur zwischen 20° C und 25° C variierte. Der Einsatz von Stufengradienten
ermoglichte die vollstdndige Trennung von schwach retardierenden Reaktionsprodukten und
solchen mit langen Retentionszeiten in akzeptablen Anaysezeiten. Die Trennung des
Hexamersystems erfolgte mit einem Acetat / Acetonitrilpuffer.

Die Charakterisierung der semi-prdparativ getrennten thermodynamisch stabilen Endprodukte
erfolgte unter zu Hilfenahme der multinuklearen NMR-Spektroskopie (H, %°Pt), sowie der

ESl und FAB-Massenspektrometrie und der UV / VIS-Spektroskopie. Wichtige Intermediate
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konnten mittels HPLC / ESI / MS-Kopplung identifiziert werden. Die ternégren Hexamer /
Metall / Peptid-Komplexe und bindren Hexamer / Metall-Komplexe konnten nicht semi-
praparativ getrennt werden. Der Koordinationsmodus wurde mit Hilfe der *H-NMR-
Spektroskopie und der MAL DI-Massenspektrometrie untersucht.

Ein Vergleich zwischen den Platinkomplexen AMD 494 und AMD 473 in den pH
abhangigen und den zeitabhangigen Produktverteilungen mit dem Peptid N-Ac-Gly-Gly-Met-
OH zeigt die Unterschiede und Gemeinsamkeiten im Reaktionsverhalten der beiden
Komplexe mit methioninhaltigen Peptiden.

In dem System von AMD 494 / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH dominiert des k?-S,Ny-Komplex,
wobei bei htheren pH-Werten der Anteil des k3-S,Nw,Ngz unter Verlust des Pyridinliganden
als weiteres Produkt zunimmt (s. Abb. 11.1). Die Bildung von 1:2-Produkten spielt bel
Systemen von AMD 494 eine untergeordnete Rolle.
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Abb. 11.1:  pH-abhangige Produktverteilung des Systems AMD 494 /| N-Ac-Gly-Gly-Met-

OH (1:1); Reaktionszeit (t) = 504 Stunden
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Im Gegensatz dazu bildet sich bei AMD 473 Uber den gesamten pH-Bereich der tridenat-
koordinierte k®-S,Nm,Ng und die k-S,Nw:k-S-Spezies, wobel der 1:2-Komplex das
Hauptprodukt ist.
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Abb. 11.2:  pH-abhéngige  Produktverteilung des  Systems  [Pt(H20)2(NHs)(2-
Methylpyridin)] 2* / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH (1:1) nach 21 Tagen

Eine ausreichende Labilisierung der Pt-N(Picolin)-Bindung aufgrund des grof3en Trans-
Effekts des Thioether-Schwefelatoms kann nicht festgestellt werden, denn Produkte, die auf
den Verlust des Picolins zurlckzufihren wéren, konnten innerhalb der gewahlten
Inkubationszeiten nicht beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wird bel Reaktionen von
AMD 494 mit N-Ac-Gly-Gly-Met-OH ein Verlust des Pyridins mit vergleichbarer
Geschwindigkeit wie bel den transstandigen Amminliganden des Cisplatin durch den Trans-

Effekts des Schwefels erwirkt, so dass der Pyridin-freie k3-S,Nw,Ng beobachtet wird.

Allgemein kann damit folgendes formales Reaktionsschema fir die Wechselwirkungen von

AMD 494 und AMD 473 mit N-Ac-Gly-Gly-Met-OH formuliert werden:
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Abb. 11.3:  formales Reaktionsschema fur die Umsetzung von AMD 494 und AMD 473 mit
N-Ac-Gly-Gly-Met-OH

Der ortho-Methyl-Substituent am Pyridin bei AMD 473 fihrt dazu, dass der Reaktionsweg |l
mit der Bildung der 1:2-Spezies fur diesen Metallkomplex von grofierer Bedeutung ist als
Reaktionsweg |. Obwohl die k?-S,Nyk-S -Spezies fir N-Ac-Gly-Gly-Met-OH bei pH 3 6,1
stabil ist, konnte bel Umsetzungen von AMD 473 mit anderen methioninhaltigen Peptiden
gezeigt werden, dass in 1:2-Komplexen bei kurzen N-terminalen Peptidketten (z. Bspl. Ac
oder Ac-Gly) durchaus ein Verlust des Picolins zu beobachten ist (s. Kap. 7.5). Reaktionsweg
11 spielt fur AMD 473 eine untergeordnete Rolle, da das Reaktionsverhalten durch die k-S-
Erstsubstitution trans zum aromatischen Liganden bestimmt wird. Die anaoge
H,O/S(Thioether)- Substitution cis zum 2-Methylpyridin verlauft wesentlich langsamer und ist
daher von geringerer Bedeutung.

Die Begunstigung des Reaktionswegs | fir AMD 494 kann nur in der geringeren Sperrigkeit
des Pyridinliganden begriindet sein. Der Pyridinligand im trans- k?-S,Ny-Komplex des AMD
494 wird hierbei zugunsten der Bildung eines tridentaten k3-S,Ny,Na> Komplexes verdrangt.
Reaktionsweg Il hat fir diesen Platinkomplex keine, Reaktionsweg Il nur eine geringe
Bedeutung.
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Folgender Vergleich zwischen den Platinkomplexen AMD 494 und AMD 473 mit Cisplatin
und Carboplatin in den pH-abhangigen Produktverteilungen und den zeitabhangigen
Produktverteilungen mit dem Peptid N-Ac-Gly-Gly-Met-OH verdeutlicht die Unterschiede im
Reaktionsverhalten der beiden Komplexe mit methioninhaltigen Peptiden.

Grundsétzlich ist die Produktbildung in Systemen Cisplatin / Peptid durch den Verlust von
drei Substituenten und die Bildung der thermodynamisch stabilen k3-S,Nu,Ng Spezies
bestimmt. Darin besteht der grofite Unterschied zum System AMD 494 und AMD 473. Hier
scheint trotz der kinetischen Favorisierung der k-S-Erstsubstitution in der Position trans zum
Pyridin / 2-Methylpyridin, nach einer Chelatisierung zum k3-S,Ny, der Verlust von Pyridin /
2-Methylpyridin entweder inhibiert oder thermodynamisch unglnstig zu sein. Hierbei wére
eine Labilisierung der P-N(Pyridin/ 2-Methylpyridin)-Bindung auf Grund des grof3en Trans-
Effekts des Thioethers-Schwefelatom zu erwarten. Es zeigt sich in der Untersuchung von
AMD 494 mit dem Peptid N-Ac-Gly-Gly-Met-OH beziehungsweise von AMD 473 mit den
Peptiden N-Ac-Met-OH und N-Ac-Gly-Met-Gly-OH, erst nach einer Inkubationszeit bel 40°
C , die weit tUber 100 Stunden liegt, nachweislich ein Aromatenverlust und die Bildung von
Zerfallsprodukten, unter anderem der k3-S,Ny,Ng- respektive k?-S,Nyk?-S',N’m-Komplex.
Diese Beobachtungen weisen daraufhin, das der Trars-Effekt des koordinierten Schwefels der
Methionineinheit offensichtlich bei pH-Werten von 3 £ pH £ 11 nicht ausreicht um den
Verlust des Pyridins / 2-Methylpyridin mit gleicher Geschwindigkeit wie den des
Amminliganden des Cisplatins zu bewerkstelligen. Der tridentat koordinierte k3-S,Nw,Ngz
Komplex bei AMD 494 beziehungsweise die picolinfreien k?-S,Nyk*-S ,N'y-1:2-Komplexe
von AMD 473 werden erst nach einer wesentlich langeren Reaktionsphase detektiert.

Die Reaktion von Carboplatin mit Peptiden zeichnet sich durch eine initialisierende
Ring6ffnung aus. Das daraus resultierende k-S-Produkt ist relativ stabil und protegiert somit
die kinetisch begunstigte Bildung des k-S:k-S'. Der 1:2-Komplex reagiert Uber eine einfache
Chelatisierung zum k?-S,Nyk-S', welches dann zum k3-S,Nw,Nek-S weiterreagiert. Da der
letztgenannte 1:2-Komplex sowohl bei AMD 494 als auch bei Carboplatin gebildet wird,
muss davon ausgegangen werden, dass der fur Carboplatin nachgewiesene Vorlaufer k-Sk-S'
auch bet AMD 494 in geringeren wenn auch nicht nachweisbaren Konzentrationen entsteht.
Das Produktspektrum des AMD 473 / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH-Systems bekréftigt fur den
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sperrigeren Picolin-Liganden den hohen kinetischen Vorteil der k-S:k-S-Spezies durch die

beobachtete Bildung des k?-S,Nyk-S -Komplex al's Hauptproduk.
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Abb. 11.4:  Zeitabhangige Produktverteilungen der Systeme AMD 473 / N-Ac-Gly-Gly-
Met-OH und AMD 494 / N-Ac-Gly-Gly-Met-OH

Allerdings kénnen hier keine picolinfreien Produkte beobachtet werden, da wahrscheinlich
die durch den aromatischen Liganden verursachte sterische Behinderung des langeren N-
terminalen Ac-Gly-Gly-Peptidriickgrats eine Verdrangung des Picolins im Vergleich zum N-
Ac-Met-OH und N-Ac-Gly-Met-Gly-OH kinetisch unginstig macht. Daraus resultierende
Folgeprodukte k?-S,Ny:k*S N’y und k3-S,Nw,Na2k-S konnten fiir N-Ac-Gly-Gly-Met-OH
in den untersuchten Reaktionsfristen nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend gilt fur ale Peptide, dass die Bildung der k-S:k-S' Intermediate bei AMD
473 und AMD 494 im Vergleich zu CDDP begunstigt werden missen, da in
Reaktionssystemen von AMD 473 und AMD 494 1:2-Produkte in wesentlich héheren
Konzentrationen entstehen [16, 33]. Die konkurrierende k*-S,Ny-Chelatisierung hingegen
findet verlangsamt statt, da die Anwesenheit des cis-sténdigen aromatischen Liganden eine
Anndherung der Peptidseitenkette behindert. Darliber hinaus zeigte sich, dass die Einflihrung
eines ortho-Methyl-Substituenten, die Anndherung der Peptidseitenkette an das
Metallzentrum weiter behindert (s. Kap. 7.5).

In den Resaktionen von Nukleotiden und Cisplatin in An- und Abwesenheit von
methioninhaltigen Peptiden wurde N-Ac-Met-OH a's Peptidmodel lverbindung eingesetzt. Bel
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der zeitabhangigen Untersuchung des ternéren Systems von Cisplatin / N-Ac-Met-OH / 5'-
GMP* im stéchiometrischen Verhéltnis 1:1:4 konnte innerhalb von zwei Stunden die k-N7:k-
N’7-Spezies detektiert werden, deren Halbwertzeit hier etwa 50 Stunden betragt. Die k-N7:k-
N’7—Spezies des 5-GMP> besitzt in Abwesenheit von methioninhaltigen Peptiden eine
Halbwertzeit von 6 Stunden, was bedeutet, dass die Bildung einer k-S:k-N;—Spezies im
Gegensatz zu Carboplatin / Peptid / 5-GMP*-Systemen die Resktion zum k-N7k-N'7

signifikant verlangsamt [33]. Der k-N7—Vorléaufer konnte nicht detektiert werden.
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Abb. 11.5:  zeitabhéngige Produktverteilung des Systems Cisplatin / NAc-Met-OH / 5'-
GMP? (1:1:4) ; pH = 7,06

Ein reaktionsmechanistischer Zusammenhang zwischen k?-S,Ny und der k-N7k-N’;-Spezies
wurde durch eine zeitabhangige Studie ebenfalls bestétigt, in der nach zwdlfstindiger
Inkubation des bindren Systems Cisplatin / N-Ac-Met-OH das Nukleotid 5-GMP*
nachtréglich zugesetzt wurde (s. Abb. 11.6). Da bei pH = 6.2 eine langsame k*SN-
Ring6ffnung maoglich ist, muss die Bildung des k-S:k-N+7 ebenfalls berticksichtigt werden.
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Abb. 11.6:  zeitabhangige Produktverteilung des Systems [ Pt(NHz)2(N-Ac-MetH.,-OH-k2-
SNw)] " /5-GMP? (1:1); pH = 6,20

Obwohl der k-Sk-N- as Precursor nicht detektiert wurde, kann von einer Reaktion vom k?-
S,Num Uber k-Sk-N7 zum k-N7k-N’7 ausgegangen werden, da diese 1:2-Spezies schon nach 6
Stunden Inkubation erscheint und damit deutlich vor der alternativen k?-S,Ny:k-N7-Spezies.
Das Reaktionsschema von Cisplatin und 5'-GMP* in Gegenwart von N-Ac-Met-OH ist in der
nachfolgenden Abbildung 11.7 présentiert:
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Abb. 11.7: Reaktionsschema fiir die Umsetzung von Cisplatin / N-Ac-Met-OH / 5'-GMP?*
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In den weiterfilhrenden Arbeiten wurde das 5-GMP? durch das Einzelstrangoligonukleotid d-
ATGGTA ersetzt und der pH-Wert der Reaktionslosungen auf pH = 5.2 eingestellt. Ziel

dieser Untersuchungen war die Charakterisierung moglicher terndrer Produkte und Erkenntnis
Uber den Einfluss der k?-S,Ny-Chelatbildung auf die Reaktionen von DNA mit Peptid-Platin-
Komplexen zu gewinnen.

In den hier vorgestellten Untersuchungen konnte die langsame Reaktion zwischen Cisplatin
und DNA nach vorheriger Inkubation mit N-Ac-Met-OH bestétigt werden. Obwohl eine
Ring6ffnung des gebildeten k-S,Ny-Chelats bei pH = 5,2 nur sehr langsam stattfindet, zeigt
die Umsetzung des [Pt(NHz)2(N-Ac-MetH.1-OH-k*-SNum)]*-Komplexes mit dem Hexamer,

dasssich k?-N7,N’7 in signifikanten Konzentrationen bildet (s. Abb. 11.8).
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Abb. 11.8:  zeitabhangige Produktverteilung des Systems [ Pt(NHz)2(N-Ac-MetH.,-OH-k2-
SNw)]* / d-ATGGTA (1:1); pH = 5,2

Die massenspektrometrische Untersuchung dieses Systems belegt die k?-N7,N’7-K oordination
der DNA und auch die Entstehung eines gemischten Produkts.
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Abb. 11.9:  Reaktionsschema fur die Umsetzung von Cisplatin / N-Ac-Met-OH / d-

ATGGTA

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse kdnnen wie folgt zusammengefasst

werden:

a) In den Reaktionen von AMD 494 und AMD 473 wird eine Erstsubstitution des
weichen Methionin-S-Atoms trans zum aromatischen Liganden deutlich favorisiert.
Die Substitution des Chlorliganden in cis Position zum Pyridin / 22Methylpyridin ist
von untergeordneter Bedeutung. Der Trans-Effekt des Schwefels reicht bet AMD 494
und AMD 473 nicht aus um die Pt-N(aromatischer Ligand)-Bindung entscheidend zu

schwéchen, so dass der Verlust des dritten Liganden wesentlich langsamer geschieht

alsbei Cisplatin.

b) Eine weitere Erhohung der Sperrigkeit des Pyridinliganden durch die Einfuhrung eines

ortho—M ethyl- Substituenten beguinstigt die Bildung des k-S:k-S -Precursors, wodurch

eine Bevorzugung seiner 1:2-Nachfolgeprodukte k*-SNwk-S,

beziehungsweise k?-S,Nyk3-S N’y bewirkt wird.

k3-S,Nw,Ng2k-S
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d)

Die vollstandige Charakterisierung der Produkte aus dem Reaktionssystem Cisplatin /
5-GMP* / N-Ac-Met-OH wurden unter zu Hilfenahme der ESI-Massenspektrometrie
und der multinuklearen NM R-Spektroskopie erreicht. Es wurde festgestellt, dass durch
die Bildung von bindren und ternéren Peptidkomplexen die Reaktionsgeschwindigkeit
zwischen Nukleotid und Cisplatin in Anwesenheit eines methioninhaltigen Peptids
ggnifikant abnimmt. Das Vorliegen eines k-S ® k-Sk-N7 ® k-N7k-N’7-
Reaktionswegs fur den Platintransfer konnte bestétigt werden.

Die fir 5'-GMP? gewonnen Erkenntnisse konnten durch die Ergebnisse des Cisplatin /
N-Ac-Met-OH / d-ATGGTA erganzt werden. Die Umsetzung des bidentaten k-S,Ny-
Komplexes mit dem Hexamer fihrt sowohl zu einer Bildung des k?-N7,N'~

K omplexes al's auch zu einer gemischten k2-S,Ny-k-N+Spezies.

Der Einsatz von N-Ac-Met-OH as Modell fur methioninhaltige Peptide erwies sich
dlerdings nicht as optimal, da die Reaktion zum k*-SNy-Chelat sehr schnell
abgeschlossen war. Die nachfolgende Ringoffnungsreaktion findet bei  den
untersuchten pH-Werten nur sehr langsam statt, so dass daraus resultierende Produkte

wie k-Sk-N7 und k3-N7,N’7 nur in geringer Konzentration detektiert werden kénnen.
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12 Experimenteller Tell

12.1 Darstellung der Ausgangsver bindungen
12.1.1 Darstellung von AMD 494

AMD 494 wurde nach der Methode von BOREHAM ET AL. hergestellt [151].

Es werden 1,7 g Ky[PtCls] in 17ml HO gel6st und unter RUhren bis auf 40° C erwarmt. Der
Platinkomplexlésung werden 2,8 g Kl zugesetzt, welches zuvor in 5 ml HO suspendiert wird.
Die Losung wird weitere 5 Minuten geriihrt. Danach werden 0,35 g Pyridin in geséttigter
KOH-Losung zugesetzt und 30 Minuten gertihrt. Anschlief?end werden 0,21g NH;Cl in
geséttigter KOH-Losung zugesetzt und wiederum fur 0,5 Stunden gertihrt. Wahrenddessen
falt ein dunkelgelber feiner Feststoff aus, der abgenutscht wird und zuerst mit heif3em
Wasser, Ethanol und Diethylether gewaschen wird. Die zurtickbleibende gelbe Substanz wird
an der Luft getrocknet und gewogen.

Der Komplex wird mit 2 Aquivalenten AgNOs versetzt und im Dunkeln fir 24 Stunden
gerthrt. Das ausgefadlene Agl wird abzentrifugiert und dem Filtrat werden 0,6 g KCI
zugesetzt. Nach 45 Minuten bei 50° C kann die Entstehung eines hellgelben Niederschlags
beobachtet werden, der nach weteren 15 Minuten im Eisbad gekihlt und sofort
abzentrifugiert wird.

Ausbeute; 1,2 g=3.310" mol = 80,5 % der theoretischen Ausbeute
Summenformel: CsHgNCLPt M =362,5 g/mol
FAB-M assenspektrum: m/z (%) Zuordnung

362 (100) [M]*

12.1.2 Darstellung von AMD 473

Es werden 1,7 g Ko[PtCly] in 17ml H,O geldst und unter Rihren bis auf 40° C erwarmt. Der
Patinkomplexlsung werden 2,8 g KI zugesetzt, welches zuvor in 5 ml HO suspendiert wird
[151]. Die Lésung wird weitere 5 Minuten gertihrt. Danach werden 0,42 g Picolin in
gesdttigter KOH-LOsung zugesetzt und 30 Minuten gertihrt. Anschliefiend werden 0,219
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NH4Cl in geséttigter KOH-Losung zugesetzt und wiederum for 0,5 Stunden geriihrt.
Wahrenddessen féllt ein dunkelgelber feiner Feststoff aus, der abgenutscht wird und zuerst
mit heif3em Wasser, Ethanol und Diethylether gewaschen wird. Die zurtickbleibende gelbe
Substanz wird an der Luft getrocknet und gewogen.

Der Komplex wird mit 2 Aquivalenten AgNO;3 versetzt und im Dunkeln fir 24 Stunden
gerdhrt. Der ausgefallene Agl-Niederschlag wird abzentrifugiert und dem Filtrat werden 0,6 g
KCl zugesetzt. Nach 45 Minuten bei 50° C kann die Entstehung eines hellgelben
Niederschlags beobachtet werden, der nach weiteren 15 Minuten im Eisbad gekihlt und sofort
abzentrifugiert wird.

Ausbeute: 0,89 =3.010"° mol = 52,5 % der theoretischen Ausbeute
Summenformel: CsH1oN2CLPt M = 378,5 g/moal
FAB-M assenspektrum: m/z (%) Zuordnung

362 (100) [M]*

12.1.3 Darstellung von [Pt(H20)2(NHs)(2-M ethylpyridin)]?*

Es werden 1 mM AMD 473 mit 2mM AgNOs; versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur
verruhrt. Der AgCHNiederschlag wird abzentrifugiert und die darlber stehende Losung
abpipettiert. Der Niederschlag wird noch dreimal mit Wasser gewaschen, die erhaltenen

L 6sungen vereint und entsprechend verdiinnt.

12.1.4 Darstellung von acetylgeschitzten N-Ac-Gly-Gly-M et-OH und N-Ac-Gly-M et-
Gly-OH

Es wurden 305,8 g Peptid in etwa 100 ml Essigsaure gelost und mit 400 mi Acetanhydrid
versetzt. Die Reaktionslosung wird bei 35° C ca 5 Stunden gertihrt. Danach wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der verbleibende reinweil3e Feststoff
unter Hochvakuum etwa 30 Minuten getrocknet. Die Lagerung fand bei —80° C statt.
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12.2 Darstellung der Reaktionsldsungen

12.2.1 Analytische Reaktiond6sungen fur die Chromatographie

Die Darstellung der analytischen Chromatographielésungen fur die pH-abhangigen
Untersuchungen erfolgte volumetrisch. Es werden je eingesetztem Aquivaent jeweils 2 ml 4
mM Platinkomplex- und Peptidstamml sung mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette in einen 10 ml
Messkolben Uberfihrt. Diese wurden durch Einwaage des Peptids bzw. des Platinkomplexes
und anschlieffendem Lésen in 50 ml bidestilliertem Wasser hergestellt. Zur Einstellung des
pH-Wertes wurden Aquivalente 0,1 M HNO3 oder 0,1 M NaOH zugesetzt. Dabei entspricht 1
Aquivalent 80 m Saure oder Base. AnschlielRend wurde mit H,O auf 10 ml aufgefillt.

Die so hergestellten Losungen fur die pH-abhéngigen Versuchsreithen wurden bei 42° C im
Brutschrank fur 21 Tage inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die pH-Werte gemessen, die
Losungen chromatographiert und anschlief3end im Kuhlschrank bel ca 4° C aufbewahrt.
Unter diesen Bedingungen andern sich sowohl der pH-Wert as auch die Zusammensetzung
nicht mehr.

Die Herstellung der Losungen fur die kinetischen Untersuchungen erfolgte durch Einwaage
von 0,8 mM Platinkomplex und 0,8 mM Peptid und anschlief3endem Lésen in 10 ml Wasser.
Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 0,1 M HNO3 bzw. 0,1 M NaOH eingestellt. Hierbei
entspricht ebenfalls 1 Aquivalent 80 ml Siure oder Base. Diese Reaktionsltsungen wurden

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum bei 42° C inkubiert.

Die Reaktionen von Cis- und Carboplatin mit Nukleotiden wurden bei pH = 5,2 im Puffer
durchgefihrt. Hierzu diente ein KH,PO4/ NaoHPO,-Puffer, hergestellt nach der Vorschrift aus
den Labortabellen von Merck [152]. Die Einwaage der Reaktionspartner verlief analog zu der

zuvor beschriebenen Methode.

12.2.2 Reaktionddsungen fur semi-prapar ative Ansitze

Fur die semi-prapartiven Ldsungen wurden 50 ml der 1 mM Platinstamml 6sung vorgelegt und
die entsprechende Menge Peptid zugegegeben. Der pH-Wert wurde mit 0,1 M HNOs bzw. 0,1
M NaOH eingestellt. 1 Aquivalent entspricht hierbei 0,5 ml Saure oder Base. Die Lésungen
wurden bis zu 21 Tagen bei 42° C inkubiert. Anschlief3end wurde die Reaktionddsung auf
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etwa 5 ml eingeengt und mit Hilfe der RPICP-Chromatographie in 0,5 ml-Portionen getrennt.
Die getrennten Fraktionen wurden aufgefangen und das anfalende Lo&sungsmittel am
Rotationsverdampfer abgezogen. Es verbleibt ein zaéhflissiger Rickstand, der im
Olpumpenvakuum getrocknet und anschlieflend mit Diethylether verrieben wurde. Der Ether
wurde danach wieder abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis ein
weif3es Pulver zurtickblieb.

12.3 Chromatographisches System

Der Volumenstrom wurde wahrend aller Messungen konstant bei 0,8 ml/ min gehalten. Die
Wellenlénge des UV/Vis-Detektors betrug 220 nm. Die computerunterstiitzte Datenaufnahme
erfolgte mit Hilfe des Eurochrom Integration Package (Version 1.5) incl. eines 20 Bit A/ D
Wandlers der Firma Knauer mit einer Datensammelrate von 1 Hz.

Das Volumen der Probenschleife betrug bei alen analytischen Messungen 20 i, es wurden
immer 80 m dosiert, um eine vollsténdige Fullung der Schleife zu erreichen.

Als Eluent diente sowohl bei der analytischen as auch bel der semi-préparativen Trennung
der Platin / Peptid- und Platin / Peptid / 5GMP?-Systeme ein Gemisch aus MeOH, H,O und
0,1 % PFP als lonenpaarreagenz.

Die Trennsaulen wurden jeden Tag vor Gebrauch mit 15 ml Wasser vorgespult und dann
mindestens 15 Minuten der gewinschte Eluent durch die Sdule gepumpt. Nach jeder
Saulenbenutzung wurden 15 ml Wasser und 90 ml Methanol zur S&ulenreinigung aufgespult.

12.3.1 Herstellung der chromatographischen Séule

Fir die analytischen Trennungen wurde die Saule selbst gepackt. Hierzu wurde ein Edel stahl-
Leerrohr mit einem Innendurchmesser von d. = 4 mm und ener Lange von 25 cm mit
Nucleosil-100-Cys-Materia (endcapped) von Machery & Nagel mit einer Korngrofe von dp =
5 nm gepackt [153].

Dazu wurden 2,4 g des Fullmaterials in einem Gemisch aus 10 ml Dioxan und 10 ml Toluol
fur etwa 2 min im Ultraschallbad suspendiert. Nach der Zugabe von 25 ml Cyclohexanol
wurde die Suspension weitere 5 min im Ultraschallbad homogenisiert. Uber ein Fillrohr,

wurde die Suspension sofort in die Leersule Uberfthrt. Das Fullrohr wurde mit MeOH
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aufgeflllt. Der benétigte Packungsdruck wurde von einer Merck HPLC-Gradientenpumpe
erzeugt. Anschlief3end wurde die Saule mit 200 ml Methanol gespilt.
Die Saule zur semi-praparativen Trennung wurde von Herrn Dr. Scheidt vom Lehrstuhl fr

Organische Chemie Il der Ruhr-Universitéc Bochum mit Nucleosil-100-Cig-Materia
(endcapped) mit einem Teilchendurchmesser von d, = 10 mm gepackt.

Die selbstgepackten Saulen wurden mit zwei unterschiedlichen Testgemischen bei einem
Fluss von 0,7 ml/min und einer Detektorwellenlange von 254 nm getestet [82-83]. Die

nachfolgende Tabelle zeigt die verwendeten Testgemische und Testel uenten.

Tab.12.1:  Zusammensetzung der Testgemische und Testeluenten [82]

Testgemisch 1 Testgemisch 2
Komponenten Uracil Aceton
Acetophenon Phenol
Benzol p-Kresol
Toluol 2,5 Xylenal
Phenetol
L 8sungsmittel 60 % MeOH 80 % MeOH
des Testgemisches 40 % H,O 20 % H,O
Zusammensetzung 66 % MeOH 63 % MeOH
des Testeluenten 34 % H,O 37 % HO

Es wurden symmetrische Peaks mit einer Bodenzahl von etwa 40.000 m* erhalten.

Das Totvolumen wurde mit einem Fluss von 0,7 ml und bel einer Detektorwellenldnge von

254 nm bestimmt. Das ermittelte Totvolumen betrug im Durchschnitt 2,4 ml.

12.3.2 Verwendete Chromatographen

Der Chromatograph setzt sich aus einer HPL C-Gradientenpumpe vom Typ LiChrom L-6200,
einem Sdulenthermostat L-3760 und einem LiChroGraph UV / VIS-Detektor L-4250 der
Firma Merck. Das Injektionssystem bestand aus einem 6Wege Injektionsventil der Firma
Rheodyne (Modell 7125) in Verbindung mit einer 20 m Probenschleife.
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Der optische Lichtweg der Detektorzelle betrug 5 mm.

Fur die semi-praparativen Trennungen wurde eine Anlage bestehend aus einer Knauer HPLC-
Pumpe (Typ 64), einem Knauer Injektionsventil A0258 mit einer 2 ml-Probenschleife und
einem Merck L-4000A UV-Detektor verwendet.

Die Detektorzelle besitzt hier einen Lichtweg von 2 mm.

12.4 NM R-Spektroskopie

Die Aufnahme der FID’s erfolgte durch Herrn Gartmann und Herrn Barchan der SC-
Abteilung der Ruhr-Universitét Bochum an den FT-NMR-Spektrometern DRX 400 und DRX
600 der Firma Bruker. Die 'H-Spektren wurden bei der Frequenz von 400.13 MHz bzw.
600.13 MHz gemessen. Als Loésungsmittel dienten DO oder bei den Nukleotidansétzen
Puffer in D,O, denen als Frequenzstandard Natrium-3-(Trimethylsilyl)propionat-D4 (TSP) [d
= 0,0] zugesetzt wurde. Fir alle Proben wurden 5 mm Probenréhrchen verwendet. Die *°°Pt-
Spektren wurden DRX 600 Spektrometer bei n = 85,74 MHz und einer spektralen Breite von
129 kHz aufgenommen. Als externer Standard diente hier eine an K,[PtCly] geséttigte 1 M
NaCl-L6sung [d = -1628].

Die 400 MHz Spektren wurden bel Raumtemperatur. Fir die Auswertung und Bearbeitung
der Spektren diente das Programm WIN-NMR 6.0 der Firma Bruker. Alle Angaben zur
chemischen Verschiebung beziehen sich auf die d-Skala. Fur die Beschreibung der
Aufspatungsmuster der Signale werden folgende Abklrzungen eingefihrt: s = Singulett, d =
Dublett, m = Multiplett.

12.5 Massenspektrometrie

Die FAB-Massenspektren der Platin / Peptid-Komplexe wurden von Herrn Dr. Wolters und
seinen Mitarbeitern der SC-Abteilung der Ruhr-Universitét Bochum an einem VG Autospec
Massenspektrometer der Firma Fisons durchgefiihrt. Dabel wurde 3 Nitrobenzylalkohol as

Matrix und eine Céasium-lonenguelle verwendet.
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Die ESI-Messungen wurden von Herrn Dr. Wolters von der SC-Abteilung der Fakultét for
Chemie ebenfalls durchgefihrt. Hierzu stand ein Massenspektrometer Esquire3000plus der
Firma Brucker zur Verfigung. Als Probenlosungen dienten die Analytischen
Reaktiond dsungen, die durch eine direkte HPLC-ESI Kopplung getrennt wurden.

Die FAB-Massenspektren der bindren Platin / Nukleotid- und terndren Platin / Peptid /
Nukloetid-Komplexe wurden von Herrn Breuckmann vom Lehrstuhl fur Organischen Chemie

| der Ruhr-Universitdt Bochum aufgenommen.

12.6 Sonstiges

Alle Reaktionsésungen wurden in einem Brutschrank der Firma Heraeus vom Typ B 6060
inkubiert.

Zur Bestimmung der pH-Werte diente entweder eine Glaselektrode der Firma Schott, oder
eine Mikroglaselektrode der Firma Hamilton (Schaftlange 180 mm). Kalibriert wurden beide
Elektroden mit NBS-Puffern bei pH = 4,01 und pH = 9,21.

Die angegebenen pH-Werte sind fur den Isotopeneffekt des Deuteriums unkorrigiert und

mussen fur Vergleiche um 0,41 Einheiten erhoht werden [142].

12.7 Verwendete Chemikalien

Das Cigplatin wurde von der Firma Chempur, die Peptide N-Ac-Met-OH und HGly-Gly-
Met-OH. bei der Firma Bachem erworben. 5'-GMP? wurden von der Firma Sigma bezogen.
Um die Synthese des Hexamers d-ATGGTA kummerte sich die Firma Invitrogen. Das
K[PtCly] stammt aus einer Spende der Firma Hils-Degussa. Das bidestillierte Wasser wurde
mit einer Anlage der Firma Kéttermann hergestellt. Das Methanol und Acetonitril mit HPLC-
Qualitdt sowie das NaOAc und NH;OAc wurden bel der Firma Baker und die
Pentafluorpropionsaure (PFP) von der Firma Acros erworben. Das Pyridin und 2-

Methylpyridin wurden bel der Firma Merck kauflich erworben.
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