
dem konnte die hohe Affinitat von 99"'Tc-PnAO-Biotin fur 
tumorassoziiertes Avidin durch Imaging rnit einer externen 
y-Kamera nachgewiesen werden. Ein typisches Beispiel fur 
den positiven Nachweis eines Gehirntumors zeigt Abbil- 
dung 3[lo1. In dieser Studie wurde somit erstmals erfolgreich 

Abb. 3 .  Einphotonenemissions-Computer- 
tomographie (SPECT) eines Patienten mit 
einem Gehirntumor. Die Aufnahme erfolg- 
te 30min nach der Injektion von 99"Tc- 
PnAO-Biotin. Ein Gehirntumor-spezifi- 
scher, avidinierter monoklonaler Antikor- 
per war drei Tage zuvor injiziert worden. 
Der Tumor ist am linken Rand in der Mitte 
deutlich zu erkennen. 

ein 99"'Tc-Komplex in Patienten in einer Pretargeting-Me- 
thode eingesetzt. Ahnliche Komplexe fur therapeutische An- 
wendungen werden zur Zeit entwickelt. 

Experimentelles 
Die neunstufige Synthese von 1 wird an anderer Stelle publiziert werden. 
Markierung von 1 rnit 9 9 m T ~ :  1.7 mL einer N,-gesittigten Losung von 900 pg 
(1.49 pmol) 1, 4.5 pg (0.02 pmol) SnCI, ' 2H,O und 8.05 mg (28.5 pmol) Ka- 
liumnatriumtartrat . 4H,O werden mit NaOH auf pH 7.5 eingestellt. Zu dieser 
Losung werden 740-1100 MBq frisch eluiertes 99"TcO; gegeben; nach ca. 
15 min bei Raumtemperatur ist die Reaktion abgeschlossen, und das Priparat 
ist nach Sterilfiltration bereit zur Injektion. Sol1 eine Markierung mit hoher 
spezifischer Aktivitat erreicht werden, kann uberschussiges unmarkiertes 1 mit 
einer C,,-Sepak-Kartusche leicht entfernt werden: Hydrophiles I wird init H,O 
ausgewaschen, wiihrend 99"'Tc-PnAO-Biotin rnit Methanol entfernt wird. Das 
Losungsmiitel wird bei 40°C unter N, abgedampft und der Riickstand zur 
Injektion in Phosphatpuffer aufgenommen. 
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de mil der Anwendung eines 99"Tc-markierten Antikorpers verglichen. 
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Verknupfung benachbarter Guaninreste in einem 
Oligonucleotid durch C~~-[P~(NH,),(H,O),]~ + : 
kinetische Analyse der Zwei-Schritt-Reaktion"" 
Von Florence Gonnet, Jiv'i Kozelka" 
und Jean-Claude Chottard 

Das Antitumormittel cis-Diammindichloroplatin(I1) (,,Cis- 
platin") bindet an DNA unter Verknupfung von zwei be- 
nachbarten Guaninresten innerhalb des DNA-Stranges"]. 
Das Makrochelat wird in einer Zwei-Schritt-Reaktion (Sche- 
ma 1) mit einer der hydrolysierten Cisplatin-Formen - cis- 
[PtCl(NH3),(H,O)Ii oder ~is-fPt(NH,),(H,0),]~+ - als 
reaktiver Platinverbindung gebildet. Dabei sind 60-65 % 
des Platins an GG-Einheiten der DNA gebunden, wie 
sowohl in in-vitro- als auch in in-vivo-Experimenten gezeigt 
werden konnte'' 'I. Dieser Prozentsatz uberschreitet sig- 
nifikant die Wahrscheinlichkeit, zwei benachbarte Guanin- 
reste aufzufinden. Da die in Schema 1 gezeigten Reaktionen 
unter den entsprechenden experimentellen Bedingungen ir- 
reversibel sind, bedeutet dies, daB die Reaktivitat von 
Guaninresten in GG-Sequenzen hoher ist als in anderen Po- 
sitionen. Die Ursache fur diese unterschiedliche Reaktivitat 
von Guaninresten ist unbekannt. Ein Faktor ist moglicher- 
weise die Verstarkung des negativen Potentials am N7-Atom 
eines Guaninrestes, der sich in direkter Nachbarschaft zu 
einem weiteren Guaninrest befindet, wie durch ab-initio- 
Rechnungen vorausgesagt wurde[81. Wie wir kurzlich durch 
Molecular Modelling zeigen konnten"], konnten auch nicht- 
bindende Wechselwirkungen im Ubergangsz~stand[~], vor 
allem solche zwischen den Liganden am Platin und den 
DNA-Resten in Nachbarschaft zum platinierten Guanin, 
eine Rolle spielen. Ein solcher Mechanismus ware liganden- 
abhangig, und die Bindungsselektivitat des Platinkomplexes 
sollte sich durch die Wahl der Liganden beeinflussen lassen. 

i 
j, + 

Schema 1. Bindung eines cis-[Pt(X)(Y)(NH,),]-Komplexes (X,Y = aus- 
tretende Gruppen) an die GpG-Sequenz eines Oligonucleotids. 

Es stellte sich sofort die Frage, ob der 5'-Guaninrest einer 
d(GpG)-Sequenz die Reaktivitat des 3'-Guanins erhoht oder 
umgekehrt. Bisher konnte auf diese Frage keine Antwort 
gefunden werden, weil es nicht moglich war, die 
Geschwindigkeitskonstanten fur die Platinierung der beiden 
Guaninreste ( k l ,  und k,, in Schema 1) getrennt zu bestim- 
men. 

[*] Dr. J. Kozelka, F. Gonnet, J.-C. Chottard 
URA 400, Laboratoire de Chimie et Biochimie Pharmacologiques et 
Toxicologiques 
45 rue des Saints Peres, F-75270 Paris Cedex 06 (Frankreich) 

[**I Wir danken Dr. J. lgolen fur das d(TGG)-Trinucleotid. Diese Arbeit wurde 
durch die Europaische Gemeinschaft gefordert (Projekt-Nr. ST2J-0462- 
C), wodurch ein reguliirer wissenschaftlicher Austausch mit der Arbeits- 
gruppe von Prof. J. Reedijk, Leiden, NL, moglich war. 
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Wir beschreiben hier eine Technik, die nicht nur die Mes- 
sung der Geschwindigkeitskonstanten der primaren Pla- 
tinierung, k,, und k,,, sondern auch die Bestimmung der 
Bildungskonstanten der Chelate, k,, und k, ,  , ermoglicht, 
und berichten uber eine Anwendung auf die Reaktion zwi- 
schen dem Einzelstrang-Oligonucleotid d(TpGpG) und der 
Diaqua-Form des Cisplatins, c~~-[P~(NH,)~(H,O) , ]~  + . Hier- 
zu 1aDt man bekannte, annahernd stochiometrische Mengen 
von Oligonucleotid und Platinkomplex miteinander 
reagieren. In regelmaBigen Abstanden entnimmt man 
aliquote Teile der Losung, stoppt die Reaktion durch Zu- 
gabe gesattigter KCI-Losung und kuhlt dann mit flussigem 
Stickstoff. Die so konservierten Proben werden anschlieBend 
durch HPLC analysiert. Abbildung 1 zeigt ein typischcs 
Chromatogramm rnit Banden der in Schema 1 gezeigten vier 
Spezies N, 11, I2 und C fur die Reaktion rnit d(TGG). Die 
hohe Auflosung ermoglicht eine genaue Integration der 
Peaks und somit eine prazise Bestimmung der Konzentra- 
tionen. Wir haben ein Computerprogramm entwickelt, das 
fur jeden Zeitpunkt t, die vier Konzentrationen [N],, [Illi, 
[I2], und [C], unter Annahme der Geschwindigkeitskonstan- 
ten k,,,  k,,, k , ,  und k,, berechnet; dabei werden die 
Geschwindigkeitskonstanten zur Verbesserung der Anpas- 
sung iteriert (siehe Anhang). 

N 

C I I1 I2 , 

I I , 
0 10 2'0 30 4'0 

t [rninl - 
Abb. 1. Ein typisches HPL-Chromatogramm fur eine stochiometrische Um- 
setzung von d(TCG)(10-3 M) rnit c~-[P~(NH,),(H,O)~](NO,), in 0.1 M 
NaCIO, nach Zugabe eines Uberschusses an KC1. T =  293 K;  pH = 4.4; 
1 = 12 min (X = Verunreinigung; weitere Bezeichnungen gemaB Schema 1). 

Weil im allgemeinen nur die Konzentration des Platin- 
komplexes genau bestimmt werden kann - die Konzentra- 
tion des Oligonucleotids wird anhand seiner UV-Absorption 
ermittelt -, wird der Uber- oder UnterschuB an Oligonucleo- 
tid (bezogen auf den Platinkomplex) als fiinfte Variable be- 
nutzt. Die korrekte Arbeitsweise des Programms wurde in 
zwei Kontrollexperimenten uberpruft, in denen ein definier- 
ter groBer UberschuB an Oligonucleotid eingesetzt wurde. 
Mit Hilfe des Programms bestimmten wir einen UberschuD, 
der um 5 10 % von dem durch UV-Spektroskopie ermit- 
telten Wert abwich, was mit dem Fehler der Konzentra- 
tionsmessung ubereinstimmt. Die vier Geschwindigkeits- 
konstanten, die in diesen Kontrollexperimenten bestimmt 
wurden, ahneln denen aus den anderen Versuchen. 

Abbildung 2 zeigt den typischen Verlauf der Konzentrd- 
tionskurven nach Optimierung der funf Variablen fur die 
Reaktion von d(TGG) mit cis-[Pt(NH,),(H,0),]2+. Wir er- 
mittelten die folgenden Geschwindigkeitskonstanten (Mit- 
telwerte aus funf Messungen) bei 293 K:  

k , ,  = 0.90 0.07 M - ~ s - ~  k,, = 0.89 & 0.08 M-'s- '  
k,, = (1.76 5 0.09)10-3 s - '  k,, = (1.27 5 0.09)10-3 s - '  

Anscheinend sind beide Guaninreste dieses Trinucleotids 
gleich reaktiv. Die Chelatbildung erfolgt beim 3'-platinierten 
Zwischenprodukt I1 etwas schneller als beim 5'-platinierten 
Zwischenprodukt 12. 

'OOi 
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Abb. 2. Errechnete Kurven und ermittelte Werte fur die vier relativen Konzen- 
trationen [N] (x). [Ill (A), [I21 ( 0 )  und [Cl (+). 

Das Fernziel dieser Untersuchung ist es, die Ge- 
schwindigkeitskonstanten fur Reaktionen von Oligonu- 
cleotiden verschiedener LBngen und Sequenzen, einschlieB- 
lich Doppelstrang-DNA, mit verschiedenen Platinkom- 
plexen zu vergleichen. Das Verstlndnis der hohen Affinitat 
von Cisplatin gegeniiber GG-Sequenzen, und vor allem des 
Einflusses der Liganden hierauf, wird es hoffentlich er- 
moglichen, durch gezielte Ligandenvariation diese Affinitat 
zu variieren. Es sollte dann auch moglich sein zu prufen, ob 
zwischen der sequenzspezifischen Bindung an die DNA und 
der Antitumorwirkung der Platinkomplexe ein Zusammen- 
hang besteht. 

Eine kinetische Analyse der Reaktion zwischen TGG und 
cis-[PtCl(NH,),(H,O)]+ wird derzeit in unserem Laborato- 
rium durchgefuhrt. Der Versuchsablauf ist genau derselbe 
wie bei der Umsetzung mit dem Diaquakomplex cis- 
[Pt(NH3)2(H,0),]2+, da man dieselben Endprodukte erhalt. 
Allerdings ist die Bestimmung der Geschwindigkeitskon- 
stanten komplizierter, da das Gleichgewicht (a) beruck- 
sichtigt werden muB : 

C~.Y-[P~CI(NH~)~(H,O)]+ + H,O cis-[Pt(NH,),(HZO),]'+ + C1- (a) 

Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten fur das 
Reaktionssystem rnit cis-[Pt(NH,),(H,0),]2 + ist Vorausset- 
zung fur Arbeiten an dem komplexeren System rnit cis-[Pt- 
Cl(NH,),(H,O)]+. Auch die Reaktionen anderer Pla- 
tinkomplexe mit Oligonucleotiden konnen mit unserer 
Methode analysiert werden; Voraussetzung ist allerdings, 
daD die Anfangs-, Zwischen-, und Endprodukte einfach 
abgefangen und durch HPLC getrennt werden konnen. 

Experimenteller Teil 
Die Reaktion wurde durch Mischen emer Losung von ca. 2 pmol d(TGG) (mit 
UV-Spektrophotometrie gemessen, rnit E , ~ &  = 22170 M-lcm-')  [lo] in 
0.1 M NaCIO, rnit 2 pmol cis-[Pt(NO,),(NH,),] (hergestellt nach Lit. [ I l l )  in 
2 mL H,O gestartet. Der pH-Wert der Losung wurde am Anfang der Reaktion 
mit HClO, auf 4.4 eingestellt. Nach einem kurzen Anstirg, den wir rnit der 
Freisetzung des gebundenen Wassers begrunden, nahm er auf 4.3 ab. Dies hingt 
wahrscheinlich mit atrnospharischem Kohlendioxid zusammen, das in Losung 
geht. Die Reaktionstemperatur wurde bei 293 It 0.2 K gehalten. Wir entnah- 
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men in Intervallen, die von 30 s (Beginn) bis 15 min (Ende) variierten, aliquote 
Teile von 30 pL und versetzten diese in einer Eppendorf-Pipette mit 30 pL 
gesiittigter Kaliumchloridlosung. Nach einer Inkubationszeit von 1.75 min bei 
273 K, in deren Verlauf die Monoaquakomplexe in Moiiochlorverbindungen 
uberfuhrt werden [12], wurden die Proben in flussigen Stickstoff getducht und 
bis zur Analyse bei 77 K gehalten. Die Kuhlung auf 77 K 1st wichtig, da noch 
bei 193 K, der Temperatur von Trockcneis, die einfach koordinierten Spezies 11 
und I2 trotz Uberschufl an KCI in das Chelat C uberfuhrt werden. Da die 
splteren HPLC-Analysen sehr zeitraubend sind und so einige Proben uber 
mehrere Tage aufbewahrt werden mussen, kann diese langsame Umwandlung 
die relativen Konzentratiouen signifikant verlndern. 
Fur die HPLC-Analysen benutzten wir einen Spectra-Physics-SP-8800-Chro- 
matographen rnit einer Nucleosil-C18-Saule (250 x 4.6 mm ID, 5 pm, 100 A; 
Macherey Nagel). Die Standardarbeitsbedingungen waren: Mobile Phase: Am- 
moniumacetatpuffer (Merck; 0.01 M, pH = 4.70) und Acetonitril (Merck) 
(95:5v/v); FluRrate 0.8 mLrnin-'; T =  298 K. Die Detcktion erfolgte bei 
255 nm. Bei dieser Wellenlange nimmt die Absorption des Reaktionsgemisches 
im Verlauf der Reaktion um 4 %  ab, wobei die Abnahme in etwa mit der 
Bildung des Chelats C korreliert. Die durch Peak-Integration ermittelte Kon- 
zentration von C wurde deshalb rnit deui Faktor 1.04 korrigiert. 
Wir identifizierten die Monoaddukte durch enzymdtischen Abbau der entspre- 
chenden Fraktionen rnit der Exonuclease Venum-Phosphodiesterase (VPD, 
Sigma). VPD spaltet das 5'-Monoaddukt (12) in cis-[PtCI(NH,),d(TpG-N7)] 
und dpG, wihrend das 3'-Monoaddukt (11) nicht angegriffen wird [13]. 

Anhang 
Die Integration der Differentialgleichungen, durch die die Kiiietik des Reak- 
tionssystems aus Schema 1 beschrieben wird, ergibt zur Zeit f fur die Konzen- 
trationen [N], [Ill, [I21 und [C] die folgenden Ausdrucke (W = UberschuR an 
cis-[Pt(NH,),(H,O),](NO,), bezogen auf das Oligonucleotid N): 

W "I = e'xl'tw -- , 
A =!n(W'"l,+l);kl=kll+k,,; w=[Pt]-[N] 

W 

[Ill = kl,e-k2~'J[N]([N] + W)e'"'dt 
[IZ] = k,,e-k22'J[N]([N] + W)e""'dt 

[CI = "10 "1 - [Ill - [I21 

Die lntegrale in den Gleichungen fur [Ill und [I21 wurden fur Zeitabstande von 
I s numerisch gelost. Zur Optimierung wurde das Lot durch den MeBpunkt auf 
die Tangente der errechneten Kurve gefilllt (pin Abb. 3). Wir bevorzugten diese 
Methode, anstatt den vertikalen Abstand (v in Abb. 3) zu verwenden, der die 
Differenz zwischen berechneten und experimentell bestimmten Konzentratio- 
nen wiedergibt. Diese Niherung bezieht sich auf den experimentellen Fehler 
von Zeit und Konzeutration und ist nur dann sinnvoll, wenn die Skalenein- 
teilung beider Variablen entsprechend der MeBungenauigkeit gewahlt wird. 
Die Naherungsfunktion lautet: 

F = [nPY)212 + [zP!')212 + [x(P!z)z12 + [zP:)212 (1) 

Dabei sind p: die durch Fillen des Lotes ermittelten Abweichungen der 
MeRwerte i von der errechneten Kurve, bestimmt durch p: = 

Konzent ra t ion  
A 

b e r e c h n e t e  Kurve  

I * 
ti f [minl 

Abb. 3. Zwei Abstiinde, dnrch die die Beziehung zwischen MeRwert und be- 
rechneter Kurve ausgedruckt werden kann; p ist die Normale zur Kurve durch 
den MeDpunkt. In hearer  Niherung ist p = vcosa. Die Variablen sind in 
Einheiten skaliert, die rnit deren systematischen MeRfehlern korrelieren. Wah- 
rend v nur die Ungenauigkeit der Konzentrdtionsmessung wiedergibt, beriick- 
sichtigt p den Fehler beider Variablen. 

{[X]pbs - [X]~'c}coscc = {[X]Pbs - [X]ylc}(l + tanZcc)-1'2 mit tana = {d[XY"/ 
dt},{s(t)/s([X])}. [X]Yb* und [X]?" sind die beobachteten bzw. errechneten Kon- 
zentrationen des Produkts X zur Zeit t,; s( t )  und s[X] wurden entsprechend der 
Fehler bei der Bestimmung von Zeit und relativen Konzentrationen als 4 s und 
2 % der Ausgangskonzentration an Oligonucleotid geschiitzt. Die Teilsummen 
in Gleichung (1) wnrden in der zweiten Potenz eingebracht, damit nicht eine 
Kurve durch das Programm wesentlich schlechter angepaflt wird als die ande- 
ren. Znr Optimierung benutzten wir einen ,,grid-search"-Algorithmus [14]. 
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Formiat-getriebene, nicht-enzymatische 
NAD(P)H-Regeneration bei der durch Alkohol- 
Dehydrogenasen katalysierten stereoselektiven 
Reduktion von 4-Phenyl-2-butanon"" 
Von Dorothie Westerhausen, Sabine Herrmann, 
Werner Hummel und Eberhard Steckhan* 

Biotransformationen organischer Verbindungen durch 
Enzyme oder Mikroorganismen sind aufgrund ihrer Stereo- 
selektivitat inzwischen weit verbreitet. Die Anwendung von 
Redoxenzymen in Synthesen ist wegen der Notwendigkeit 
zur Cofaktorregeneration bisher jedoch relativ einge- 
schrlnkt geblieben. Fur Reduktionen rnit NAD(P)H-abhln- 
gigen Enzymen wurden enzymgekoppelte Regenerationssy- 
steme entwickelt. Dabei wird entweder ein Regenerations- 
enzym wie Formiat-Dehydrogenase (FDH)"] fur NADH- 
abhangige Produktionsenzyme oder das Produktionsenzym 

[*I Prof. Dr. E. Steckhan, DipLChem. D. Westerhausen, Dr. S .  Herrmann 
lnstitut fur Organische Chemie und Biochemie der Universitit 
Gerhard-Domagk-StraRe 1, W-5300 Bonn 1 
Priv.-Doz. Dr. W. Hummel 
Institnt fur Enzymtechnologie der Universitlt Diisseldorf 
in der KFA Jiilich GmbH 
Postfach 2050, Wilhelm-Johnen-StraRe, W-5170 Jiilich 
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gie (0319410A) sowie von der BASF Aktiengesellschaft und dem Fonds 
der Chemischen Industrie gefordert. Wir danken der BASF AG und der 
DEGUSSA AG fur Chemikalienspenden sowie Frau Professor M.-R. 
Kula, Diisseldorf, und Herrn Professor Dr. C. Wandrey, Jiilich, f u r  Unter- 
stutzung. 

1496 ((0 VCH VerfaRsRerefIrchaJi mhH,  W-6940 Weinheim, 1992 0044-8249/92/1 Ifl-14Yfi 3 3.50+ ,2510 Angew. Chem. 1992, I04% Nr. I i 




