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Der erste spezifische TiIV-Protein-Komplex
mit potentieller Bedeutung für die Antitumor-
wirkung von Titanocenen**
Hongzhe Sun, Hongyan Li, Richard A. Weir und
Peter J. Sadler*

Die Biochemie von Titanverbindungen ist unter anderem
interessant, weil gegenwärtig die beiden Titankomplexe
[TiIV(bzac)2(OEt)2] und [TiIVCp2Cl2][1, 2] in klinischen Unter-
suchungen auf ihre Verwendbarkeit als Antitumorwirkstoffe
getestet werden und Verbindungen mit 45Ti-Isotopen als
Radiopharmazeutika potentiell verwendbar sind (Hbzac�
1,3-Diphenyl-1,3-propandion).[3] Da Titan-Ionen in groûen
Mengen in verschiedenen Materialien enthalten sind, z.B. in
TiO2, können sie auf vielen Wegen in lebende Systeme
gelangen. Dennoch ist sehr wenig über die Biochemie von
Titanverbindungen bekannt. In der Literatur finden sich
keine Hinweise auf spezifisch an Proteine gebundene Titan-

Abb. 2. Symmetrien und Bindungslängen von K2, K3 und K4.

Die Schwingungsfrequenz und die Bindungslänge von K2

(386.9 pm), die um 15 % kürzer ist als der K-K-Abstand im
kubisch innenzentrierten Kalium (454.4 pm),[13] weisen auf
das Vorliegen einer einfachen s-Bindung hin. Daher sollte die
Bindungsart im Dikalium ¾hnlichkeiten mit zweiatomigen
Nichtmetallmolekülen aufweisen. Dies ist nach der klassi-
schen Valenzbindungstheorie (Überlappung von zwei 4s-
Orbitalen) zu erwarten. Es wurde allerdings schon bei
früheren theoretischen Arbeiten eingewendet, daû diese Art
von Bindungen durch die inneren Elektronen beeinfluût
werden.[14] Durch einen Vergleich der mit den verschiedenen
theoretischen Methoden erhaltenen Ergebnisse konnten wir
in Übereinstimmung mit früheren Vorhersagen feststellen,
daû eine Polarisation der inneren Elektronen eine zusätzliche
Kontraktion (CVP, contraction via polarisation) der Einfach-
bindung bewirkt (Abb. 3).[14] Der Beitrag dieses CVP-Effek-
tes zu einer klassischen Einfachbindung liegt für Dikalium

Abb. 3. Konturlinien-Diagramm der Elektronendichte 1(r) von K2 im
Grundzustand (1S�g ). Skalierung in pm.

bereits in der Gröûenordnung von 8 % und tritt auch bei den
K3- und K4-Clustern auf. Daher sind die drei- und vier-
atomigen Kaliumcluster im Unterschied zu den Vorgersagen
der ohne Berücksichtigung von CVP durchgeführten Rech-
nungen existent.[15] Faût man alle experimentellen Ergebnisse
sowie die Ergebnisse der Rechnungen zusammen, so scheint
nach dem jetzigen Stand die CVP-bedingte Bindungsverstär-
kung eine signifikante Rolle bei der Bildung von Clustern zu
spielen.
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Ionen, und die Wirkungsweise von Titankomplexen mit
Antitumoraktivität ist nahezu unbekannt. Wir untersuchten,
wie TiIV-Ionen an das Blutplasmaprotein Transferrin binden,
da dieses Protein eine wichtige Rolle beim Transport und bei
der Verteilung von Metallionen an Tumorzellen spielt, was für
GaIII- (als 67Ga) und RuIII-Ionen nachgewiesen wurde.[4, 5] Wir
zeigen hier, daû TiIV-Ionen stark an humanes Serumtrans-
ferrin (hTF) binden, indem sie die Bindungsstellen von FeIII-
Ionen besetzen. Dies ist die erste Beschreibung eines
spezifischen Titan-Protein-Komplexes, der möglicherweise
eine wichtige Rolle beim Antitumorwirkungsmechanismus
von Titanverbindungen spielt.

Zuerst wurde die Reaktion von Titan(iv)-citrat[6] mit
humanem Serum-apo-Transferrin (apo-hTF) untersucht.[7]

Nach Zugabe von Titan(iv)-citrat zu einer wäûrigen Lösung
von apo-hTF enthielten UV-Differenzspektren drei neue
Banden, deren Intensitäten allmählich innerhalb von zwölf
Stunden zunahmen (Abb. 1 a). Die beiden scharfen Banden

Abb. 1. a) UV-Differenzspektren von apo-hTF (13 mm in 10mm Hepes-
Puffer, 5mm HCOÿ

3 , pH 7.4, 310 K) nach Zugabe von 2 ¾quiv. TiIV-Citrat
nach (von oben nach unten): 1, 5, 10, 20, 40, 150 und 720 min. b) Titra-
tionskurve (apo-hTF mit TiIV-Citrat titriert, Bedingungen wie oben). Jede
Lösung wurde >12 h inkubiert. De ist die Absorption bei 241 nm dividiert
durch die Transferrinkonzentration.

bei 241 und 295 nm sind charakteristisch für Metallionen, die
an Phenolatgruppen von Tyrosinseitenketten der spezifischen
Bindungsstellen für Eisenzentren gebunden sind (Tyr95 und
Tyr188 in der N-Domäne, Tyr426 und Tyr517 in der C-
Domäne).[8] Die dritte, breite Bande bei 315 nm (De� 4700�
300mÿ1 cmÿ1) ist wahrscheinlich eine Ligand-to-metal-charge-
transfer(LMCT)-Bande. LMCT-Banden von Titan(iv)-phe-
nolat-Komplexen sind allerdings nicht literaturbekannt.
Um die Zuordnung zu überprüfen, wurde eine Lösung
des Modell-Liganden Ethylenbis(o-hydroxyphenylglycin)
(EHPG; pH 7.4, 10 mm Hepes-Puffer), die bereits zur Unter-

suchung des Bindungsverhaltens von FeIII-Ionen verwendet
wurde, mit Titan(iv)-citrat titriert.[9] Die UV-Differenzspek-
tren waren mit denen, die an den mit Titan(iv)-citrat umge-
setzten Transferrinlösungen erhalten worden waren, nahezu
identisch, und die durch Titan(iv)-citrat bedingten Verschie-
bungen der 1H-NMR-Signale der Arenprotonen von EHPG
waren ein Beleg dafür, daû die TiIV-Ionen an Phenolatgruppen
des Liganden gebunden waren.

Die Analyse der Titrationskurve von apo-hTF mit Ti-
tan(iv)-citrat ergab, daû zwei TiIV-Ionen stark an Transferrin
gebunden sind ± d.h. ein TiIV-Ion pro Domäne (Abb. 1 b).
Eine ähnliche Stöchiometrie von Ti:hTF� 1.9(� 0.1):1 wurde
erhalten, wenn der Titangehalt des gereingten Transferrin-
TiIV-Komplexes mit ICP-AES bestimmt wurde. Der bei einer
Wellenlänge von 241 nm gemessene Extinktionskoeffizient
De1 von 17 000� 400mÿ1 cmÿ1 für den ersten Schritt der
Bindung von TiIV-Ionen an Transferrin (Besetzung einer
Domäne) ist identisch mit dem Extinktionskoeffizienten des
Komplexes aus Ethylenbis(o-hydroxyphenylglycin) und ei-
nem TiIV-Ion (De� ca. 17 000mÿ1 cmÿ1), was darauf hinweist,
daû zwei Tyrosinseitenketten in der N- und C-Domäne an der
Bindung von TiIV-Ionen beteiligt sind (linearer Anstieg von
De mit der Besetzung von Bindungsstellen, siehe Abb. 1 b).
Die erhaltene gelbe Ti2-hTF-Lösung war bei Raumtempera-
tur stabil.

Ob [TiCp2Cl2], das Antitumorwirkung aufweist, Titan-
Ionen auf hTF übertragen kann, konnte nicht UV-spektros-
kopisch untersucht werden, da das Titanocen im zu unter-
suchenden Wellenlängenbereich absorbiert. Daher wurde die
Wechselwirkung 1H- und 13C-NMR-spektroskopisch verfolgt.
Wir gingen wegen der hohen Citratkonzentration im Blut
(ca. 100 mm) davon aus, daû [TiCp2Cl2] im Blutplasma als
Citrataddukt vorliegt. Die Untersuchungen wurden daher mit
durch Citrat (ca. 1 ¾quivalent) solubilisiertem [TiCp2Cl2]
durchgeführt. Die Struktur dieses Komplexes wurde nicht
charakterisiert, und wir bezeichnen ihn als {TiCp2}2�. Den 1H-
NMR-Spektren war eindeutig zu entnehmen, daû die Cp-
Liganden am Titanzentrum gebunden bleiben und Citrat die
Clÿ-Liganden ersetzt, wie kürzlich für Titankomplexe mit
Aminosäuren beschrieben wurde.[10] Das 13C-NMR-Spektrum
enthielt ein neues Signal bei d� 166.1, das auf gebundenes
13CO2ÿ

3 hinweist (Abb. 2). Identische Signale sind in Spektren
von Lösungen vorhanden, bei denen Titan(iv)-citrat mit hTF
in Anwesenheit von H13COÿ

3 inkubiert wurde. Die chemische
Verschiebung des gebundenen Carbonat-Ions ähnelt der von
Carbonat-Ionen von Transferrin-Komplexen, die andere Me-
tallionen enthalten (d� 165.4 für AlIII-, d� 166.5 für GaIII-,
d� 166/166.2 für TlIII-,[11, 12] d� 166.8/167.2 für ScIII-[13] und
d� 165.8 für BiIII-Ionen).[14]

Obwohl die 1H-NMR-Spektren von hTF wegen vieler
überlappender Signale sehr kompliziert waren, wurde
deutlich, daû das Binden von TiIV-Ionen charak-
teristische ¾nderungen in bestimmten Regionen her-
vorruft. So traten neue Signale in der N-Acetylregion (d�
2.066 und 2.055 für Glycanketten) und in der Hochfeldregion
(d� 0.284, 0.050 und ÿ0.073, Abb. 3) auf. Die Signale
gebundener Cp-Liganden (d� 6.2� 7.0) verschwanden,
und neue Signale bei ca. d� 6.0 wiesen auf freie Cp-Liganden
hin.
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Abb. 2. 13C-NMR-Spektren (125 MHz) von apo-hTF. Unten: 1.6 mm,
10mm H13COÿ

3 , 100 mm KCl, 70% H2O/30 % D2O, pH 7.5; oben: in
Anwesenheit von 2 ¾quiv. TiIV [10 mm wäûrige [TiCp2Cl2]-Lösung mit
Natriumcitrat (1.2 ¾quiv.)]. Ein ähnliches Signal für gebundenes 13CO2ÿ

3

wurde auch beim Umsetzen von hTF mit TiIV-Citrat nachgewiesen. Dieses
Signal ist schwächer als das von Bi2-hTF,[14] was auf Unterschiede der
Domänenspaltenöffungen und der Anionenaustauschraten schlieûen läût.
Die Pfeile 1 und 2 weisen auf freies HCOÿ

3 bzw. gebundenes CO2ÿ
3 hin.

Abb. 3. a) Hochfeldregion des 1H-NMR-Spektrums (500 MHz) von apo-
hTF und ¾nderungen, die von b) TiIV-Citrat und c) {TiCp2}2� (2 ¾quiv.,
pH* 7.4, 0.1m KCl, 10mm Bicarbonat) hervorgerufen wurden. Die Signale
in dieser Region stammen von Methylgruppen, die sich über aromatischen
Ringen des Proteins befinden. Die Spektren waren wegen der breiten
Signale des 80-kDa-Proteins sowie wegen überlappender Signale kom-
pliziert, aber es besteht kein Zweifel, daû TiIV-Ionen in beiden Fällen in
gleicher Weise binden und daû Citrat- und die Cp-Liganden freigesetzt
werden.

Die nachgewiesene starke Bindung von TiIV-Ionen an
Transferrin korreliert mit der Acidität der Metallionen: Das
acideste Metallion bindet am stärksten.[15] Nach einem Ver-
gleich der pKa-Werte von TiIV- und FeIII-Ionen (<1 bzw.
2.7)[16] erwartet man, daû TiIV-Ionen stärker an Transferrin
binden als FeIII-Ionen (wenngleich noch andere Hydrolyse-

gleichgewichte eine Rolle spielen könnten). Wir stellten fest,
daû FeIII-Ionen TiIV-Ionen aus Transferrin verdrängen kön-
nen, aber nur langsam. Nach Zugeben von [FeIII(nta)2]
(2 ¾quiv., nta�Nitrilotriacetat) zu Ti2-hTF (pH 7.4) trat eine
Bande bei ca. 465 nm auf, die charakteristisch für eisen-
beladenes Transferrin ist. Diese Reaktion verläuft in zwei
Schritten, der erste dauert ca. 20 min und der zweite 5 h. Da
hTF im Blutplasma nur zu ca. 30 % mit FeIII-Ionen gesättigt
ist,[17] können von Antitumorkomplexen stammende TiIV-
Ionen leicht von Transferrin gebunden, zu Krebszellen trans-
portiert und im Inneren der Zellen freigesetzt werden
(niedriger pH-Wert). Dieser Transportmechanismus ist für
GaIII- und RuIII-Ionen gut dokumentiert.[4, 5] Biologische
Untersuchungen mit titanbeladenem Transferrin erscheinen
daher sinnvoll.

Experimentelles

Apo-hTF wurde von Sigma (Katalog-Nr. T0519) bezogen und durch
Ultrafiltration (Centricon-30-Ultrafilters, Amicon) dreimal mit 0.1m KCl-
Lösung gewaschen, um niedermolekulare Verunreinigungen zu entfernen.
Proteinkonzentrationen wurden über den Extinkoeffizienten e280�
93000mÿ1 cmÿ1 bestimmt.[18] Ethylenbis(o-hydroxyphenylglycin) (Sigma),
TiIIICl3 (Sigma), Natriumcitrat (Sigma), Titanocendichlorid (Aldrich),
NaHCO3 (Sigma) und NaH13CO3 (MSD-Isotope, >99% angereichert)
wurden ohne weitere Reinigung verwendet.

Die pH-Messungen wurden an einem Corning-145-pH-Meter mit einer
Aldrich-Mikrokombinations-Elektrode durchgeführt. Die Elektrode wur-
de vor jeder Messung mit Aldrich-Standardpuffer (pH 4, 7 und 10)
kalibriert. pH-Wert-Messungen in D2O-Lösungen sind als pH* gekenn-
zeichnet.

Eine 200 mm purpurrote Lösung von [TiIII(cit)1.25] (cit�Citrat) wurde
durch Zugeben von Natriumcitrat (1 mL einer 250 mm Lösung) zu einer
bekannten Menge TiIIICl3 unter Stickstoff hergestellt, und der pH-Wert
wurde durch Zusetzen von festem NaHCO3 auf ca. 6.0 eingestellt.[19] Nach
der Oxidition mit Sauerstoff erhielt man eine farblose Titan(iv)-citratlö-
sung, die für die UV/Vis-Experimente verdünnt wurde (3.3 mm). UV-
Spektren wurden mit einem computergesteuerten Perkin-Elmer-Lambda-
16-Spektrometer aufgenommen; die UV-Zelle (1 cm) wurde auf 310 K
erwärmt.

Eine 10mm gelbe Titanocenlösung wurde durch Lösen einer bekannten
Menge an [TiCp2Cl2] in Natriumcitrat (Ti:cit� 1:1.2) hergestellt, und der
pH-Wert wurde auf 4.5 (1m NaOH) eingestellt.
1H- und 13C-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker-DMX-500-NMR-
Spektrometer gemessen (500 bzw. 125 MHz). Die experimentellen Para-
meter wurden kürzlich beschrieben.[18] Als 1H-NMR-Standard wurde
endogene Ameisensäure verwendet [relativ zu 3-Trimethylsilylpropionat
(TSP)], die als Verunreinigung (d� 8.465 bei pH*> 7.0) in den Trans-
ferrinproben vorhanden war. Als interner 13C-NMR-Standard diente
Dioxan (d� 67.4 relativ zu TSP).

Der Titangehalt von Transferrin wurde durch Inductively-coupled-plasma-
Atomemissionsspektroskopie (ICP-AES; Thermo-Jarrell-Ash-IRIS, bei
323.40 nm) bestimmt. Die Ti2-hTF-Proben für die ICP-AES wurden wie
folgt hergestellt : TiIV-Citrat (2.2 ¾quivalente) wurde zu apo-hTF (in 10 mm
Hepes-Puffer, pH 7.4, 10 mm Bicarbonat) gegeben und 24 h bei 310 K
inkubiert. Das Protein wurde dann durch Ultrafiltration (Centricon-30,
Amicon) durch viermaliges Waschen mit 0.1m KCl-Lösung und zwei-
maliges Waschen mit Wasser gereinigt. Ein Teil der Lösung wurde dann mit
konzentrierter HNO3 (ca. 6m) verdünnt und der Titangehalt ohne weitere
Aufarbeitung bestimmt.[20] Die Transferrinkonzentration der analysierten
Lösung wurde durch Titration mit FeIII-Ionen (zugegeben als [Fe(nta)2])
erhalten (Messung der Absorption bei 465 nm; De� 4950 Mÿ1 cmÿ1 für
zweifach eisenbeladenes Transferrin).[21]
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Ansa-Makrolide als molekulare Werkbänke:
stereokontrollierte syn-Additionen an
(E)-Olefine
Johann Mulzer,* Karin Schein, Jan W. Bats,
Jürgen Buschmann und Peter Luger

Stereokontrollierte Dihydroxylierungen und Epoxidierun-
gen von acyclischen 1,2-disubstituierten (E)-Olefinen werden
in günstigen Fällen katalytisch,[1] sonst unter substratindu-
zierter Diastereodifferenzierung durchgeführt, wobei diese
Methode allerdings allylische oder homoallylische Hydroxy-
oder Amidgruppen erfordert.[2] Generell ist jedoch eine
effektive Seitendifferenzierung wegen der hohen konforma-
tiven Beweglichkeit der Substrate erschwert. Wir berichten
hier über einen neuen Ansatz zur Lösung dieses Problems;
dabei wird das acyclische (E)-Olefin durch geeignete funk-
tionelle Gruppen kovalent auf einem Benzolkern in 1,4-
Position fixiert und von einer Seite sterisch abgeschirmt. Ein
entscheidendes Problem hierbei ist das zu erwartende[3]

Konformerengleichgewicht der beiden helicalen Formen 1
und 2 (Schema 1): Auch wenn deren Doppelbindung nur von

Schema 1. Arene als ¹molekulare Werkbänkeª.

der ¹Vorderseiteª angegriffen wird, erhält man zwei Diaste-
reomere, bei der Epoxidierung z. B. 3 bzw. 4. Stereochemisch
einheitlich verläuft die Reaktion erst, wenn durch den Einfluû
des Arens eines der beiden Konformere 1 und 2 stark
überwiegt. Das Aren wirkt dann gleichsam als ¹molekulare

Stichwörter: Bioanorganische Chemie ´ Cytostatica ´ Titan
´ Transferrin
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