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Ein neues Platin-Krebsmedikament bildet
hochstereoselektiv ein Addukt mit Duplex-
DNA**
Yu Chen, John A. Parkinson, Zijian Guo, Tom Brown
und Peter J. Sadler*

Groûe Aufmerksamkeit gilt zur Zeit dem Design neuer
Generationen von Platinkomplexen, die als Krebsmedika-
mente die Resistenz gegen Cisplatin umgehen. Diese Re-
sistenz beinhaltet häufig die Erkennung von Platin-DNA-
Addukten durch Proteine und Enzyme von Excision-Repair-
Systemen in Zellen.[1] Das Verständnis der Art und Weise, wie
der Ligand die Natur platininduzierter DNA-Läsionen beein-
fluût, ist daher von gröûter Wichtigkeit. Ein Komplex, der
eine groûe Aktivität gegen Cisplatin-resistente Zellinien
aufweist, ist der 2-Picolin-Komplex (2-Picolin (2-Pic)�
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2-Methylpyridin) cis-[PtCl2(NH3)(2-Pic)] 1 (ZD0473), ein
neues PtII-Krebsmedikament, das sich zur Zeit in der
klinischen Phase I befindet.[2, 3] Der sterische Effekt von
2-Picolin spielt eine wichtige Rolle bei der Bestimmung der
Geschwindigkeiten von Hydrolyse- und Substitutionsreaktio-
nen mit dem Nucleotid Guanosin-5'-monophosphat (5'-
GMP).[4, 5] Infolge einer langsamen Rotation um die Pt-N(2-
Pic)-Bindung (0.62 sÿ1 bei 296 K) und der nicht C2-symme-
trischen Struktur von 1 sind vier Isomere des Bis(GMP)-
Addukts möglich, die in gleichen Mengen gebildet werden.[5]

Wie wir hier zeigen, ergeben Reaktionen von 1 mit dem
14mer-DNA-Duplex 2 dagegen vorwiegend ein einziges
Stereoisomer, während man bei Reaktionen mit dem Des-
oxydinucleotid d(GpG) oder dem 14mer-Einzelstrang 2 a nur
eine relativ geringe Stereoselektivität beobachtet. Die struk-
turelle Grundlage für diese ungewöhnlich hohe Stereoselek-
tivität wurde durch NMR-Untersuchungen gefunden.

5'd(A1T2A3C4A5T6G*7 G*8 T9A10C11A12T13A14) 2 a

3'd(T28A27T26G25T24A23C22C21A20T19G18T17A16T15) 2 b

2a� 2 b� 2

Reaktionen des Komplexes 1 mit d(GpG) oder dem 14mer-
Einzelstrang 2 a im molaren Verhältnis 1:1 (1 mm, pH 6.0,
9 mm Phosphat, 100 mm NaClO4, H2O/D2O 90:10, 298 K)
wurden 1D-1H- und 2D-[1H,15N]-HSQC-NMR-spektrosko-
pisch verfolgt. In beiden Fällen führte das GG-Chelat zu vier
Kreuzsignalen mit ähnlicher Intensität, was ähnlichen Popu-
lationen für die vier möglichen Stereoisomere entspricht:
2-Picolin auf 5'-G oder 3'-G gerichtet und jeweils langsame
Rotation um die Pt-N(2-Pic)-Bindung.[6] Nach Temperatur-
erhöhung begannen die vier 1H/15N-Kreuzsignale für die
d(G*pG*)-Addukte zu zweien zu koaleszieren, wie man es
auch bei den Bis(GMP)-Addukten beobachtet.[5]

Die Reaktion des Komplexes 1 mit dem Duplex 2 im
Verhältnis 1:1 wurde unter denselben Bedingungen unter-
sucht und mit denselben Methoden verfolgt. Nach einer
Woche war nur ein gröûeres Kreuzsignal zu beobachten
(Abbildung 1, d� 4.51/ÿ 67.46), das von 90 % der Gesamt-

Abbildung 1. 2D-[1H,15N]-HSQC-NMR-Spektrum, aufgenommen eine
Woche nach der Reaktion von cis-[PtCl2(15NH3)(2-Pic)] 1 (1 Moläquiva-
lent) mit dem 14mer-DNA-Duplex 2 (298 K, 100 mm NaClO4, pH 6.0,
9 mm Phosphatpuffer, H2O/D2O 90:10). Die Prozentwerte wurden durch
Integration des Hauptsignals und der beiden kleineren Signale erhalten.

menge der Platinaddukte stammte. Die Signale für H6 (d�
8.88) und die 2-Methylprotonen (d� 3.15) des 2-Picolin-
Liganden von nicht umgesetztem 1 waren durch zwei neue
Signale bei d� 9.20 bzw. 3.19 ersetzt. Die neuen 2-Picolin-
Signale waren breiter als die von freiem 1, da der 2-Picolin-
Komplex durch eine irreversible Bindung an DNA die T2-
Relaxationseigenschaften eines Makromoleküls annimmt.
Auch auûerhalb des Bereichs, in dem man NMR-Signale für
Aren- oder Methylprotonen von DNA erwartet, wurden neue
Signale beobachtet; diese ermöglichten weitere Zuord-
nungen. Wir untersuchten die Eignung von NMR-Verfahren
zur Bestimmung der Struktur um den platinierten Bereich des
Hauptadduktes herum, obwohl die Gegenwart von Signalen
für die in geringeren Mengen vorliegenden Addukte und den
freien Duplex 2 die Spektren komplizierte. Ein 1H-2D-
NOESY-NMR-Spektrum (Mischzeit 200 ms) derselben Probe
wurde aufgenommen und mit dem des Cisplatin-GG-Bis-
(chelat)-Adduktes desselben DNA-Duplexes verglichen.[7]

Die wichtigsten aus diesen Daten abgeleiteten 1H-NMR-
Zuordnungen sind in Tabelle 1 aufgeführt. Sie beruhen auf

den folgenden Beobachtungen: einem eindeutigen starken
NOE zwischen G7-H8 und G8-H8 mit ähnlichen chemischen
Verschiebungen, wie man sie für das Cisplatin-DNA-Addukt
eines DNA-Duplexes beobachtet (Abbildung 2 A),[7, 8] einem
NOE zwischen 2-Picolin-H6 und G7-H8, einem Kreuzsignal
zwischen einer Resonanz im üblichen H2'/H2''-Bereich und
einer bei d� 0.42, die T6-H2' zuzuordnen ist (gegenüber der
von Cisplatin-gebundener DNA, d� 1.37 für 2[7] und d� 1.40
für einen 12mer-Duplex[8] , erheblich zu niedriger Frequenz
verschoben), sowie einem starken Kreuzsignal zwischen
2-Picolin-CH3 und T6-CH3, das auch NOEs mit T6-H1' und
T6-H2' zeigte. Eine Bestätigung der Zuordnungen der
2-Picolin-Ringprotonen erfolgte durch ein 1H-2D-DQFCOSY-
NMR-Spektrum. Die Zuordnungen von Signalen für T6
wurden weiterhin durch den zwischen T6-H2' und G7-H8
beobachteten NOE bestätigt. Abbildung 2 B zeigt Schnitte
durch das 2D-NOESY-Spektrum bei den chemischen Ver-
schiebungen von T6-CH3, T6-H2' und 2-Picolin-H6. Die
wichtigsten Zuordnungen von NOEs in der Nähe des
platinierten Bereichs sind in Tabelle 2 aufgeführt.

Vier Modelle für das GG-Addukt von 2 wurden berechnet
durch Andocken von {Pt(NH3)(2-Pic)}2� an den G*7 G*8 -Teil
des 14mer-DNA-Duplexes 2. Die Struktur des koordinieren-
den Bereichs beruht auf der des Cisplatin-Addukts.[7] Die
Modelle unterschieden sich wie folgt: 2-Picolin trans zu G8

Tabelle 1. Zuordnungen der wichtigsten 1H-NMR-Signale für das G*G*-
Chelat von 2 mit 1.

Zuordnung
(2-Picolin)

d Zuordnung
(DNA)

d

H6 9.20 T6-CH3 1.16
H5 7.67 T6-H1' 5.82
H4 8.18 T6-H2' 0.43
H3 7.59 T6-H2'' 1.91
2-CH3 3.19 T6-H3' 4.69

T6-H4' 4.00
G7-H8 8.55
G8-H8 8.18
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Abbildung 2. A) Vergröûerung des Arenbereichs des 2D-NOESY-NMR-
Spektrums (Mischzeit 200 ms) für dieselbe Probe wie in Abbildung 1 in
99.9proz. D2O. Zuordnungen sind rechts gezeigt (Pic bezeichnet den
2-Methylpyridin-Liganden), und die gestrichelte Linie zeigt die Wechsel-
wirkung von Pic-H6 mit G7-H8 und von G7-H8 mit G8-H8. B) Schnitte
durch das 2D-NOESY-Spektrum bei den chemischen Verschiebungen von
a) 2-Picolin-H6, b) T6-H2' und c) T6-CH3, die die NOE-Wechselwirkun-
gen zu anderen Protonen zeigen. Ausführliche Signalzuordnungen und
NOE-Informationen sind in den Tabellen 1 und 2 aufgeführt.

(3'-G) mit der 2-Methylgruppe entweder zum Phosphat-
Rückgrat (Methyl-Out, 3 a) oder zum Zentrum der groûen
Furche (Methyl-In, 3 b) hin orientiert; 2-Picolin trans zu 5'-G,
ebenfalls entweder mit Methyl-out- (3 c) oder Methyl-in-

Orientierung (3 d ; siehe Schema 1). In jedem Fall wurden auf
der Basis der in Tabelle 2 gezeigten Daten Grenzen für die
Abstände festgelegt, und die Modelle wurden im Bereich der
Bis(chelat)-Stelle so minimiert, daû sie diesen Daten ge-
nügten. Von den vier Modellen genügte nur das Modell mit
2-Picolin trans zu 3'-G mit der Methyl-In-Orientierung (3 b)
allen beobachteten NOEs (Abbildung 3).

Abbildung 3. A) Kalottenmodell von cis-[Pt(NH3)(2-Pic)]-d(ATA-
CATG*G*TACATA) ´ d(TATGTACCATGTAT), wobei cis-[Pt(NH3)(2-
Pic)]2� grün dargestellt ist. Das genaue Passen und die Ausrichtung des
2-Picolin-Liganden entlang der groûen Furche ist zu erkennen. B) Ver-
gröûerte Ansicht des Pt-Bindungsbereichs, bei der NOE-Wechselwirkun-
gen (gelbe gestrichelte Linien, in Tabelle 2 aufgeführt) zwischen 2-Picolin
und DNA dargestellt sind. Eine Wasserstoffbrückenbindung zwischen Pt-
NH3 und O6 von G8 ist als gelbe punktierte Linie gezeigt. Farbcode: C:
weiû, H: hellblau, N: dunkelblau, O: rot, P: orange, Pt: purpurrot.

Das erste bemerkenswerte Merkmal des Modells 3 b
besteht darin, daû der 2-Picolin-Ring genau in die groûe
Furche des DNA-Duplexes hineinpaût und entlang des
Phosphat-Rückgrats liegt (Abbildung 3 A). Bei den Modellen
3 c und 3 d, bei denen der 2-Picolin-Ligand trans zu 5'-G mit
Methyl-out- oder Methyl-in-Orientierung liegt, befindet sich
der 2-Picolin-Ring in einer fast senkrechten Orientierung in
bezug auf die Ebenen der benachbarten Nucleotidbasen.
Wegen dieser sterischen Hinderung sind die Modelle 3 c und
3 d weit weniger stabil als die mit 2-Picolin trans zu 3'-G. Das
zweite bemerkenswerte Merkmal ist die Orientierung des
2-Picolin-Rings, der fast senkrecht zur quadratischen Pt-
Koordinationsebene liegt (Winkel 1008), wie es auch in der
Struktur von 1 im Kristall der Fall ist (1038).[4] Das Modell 3 b
genügt auch mehreren anderen Aspekten der NMR-Daten.
Wie in Tabelle 1 gezeigt, ist das T6-H2'-Signal bei d� 0.44
gegenüber seiner normalen Lage für ein G*G*-DNA-Duplex/
Cisplatin-Addukt (gewöhnlich in der Nähe von d� 1.39)
erheblich zu niedrigerer Frequenz verschoben. Aus Abbil-
dung 3 B geht hervor, daû T6-H2' für das Molekül 3 b
innerhalb von 3 � direkt unterhalb des Zentrums des
2-Picolin-Rings liegt. Dies ist im Einklang mit starken Ab-
schirmeffekten durch den aromatischen Ringstrom.[9, 10] Die
chemische Verschiebung des NH3-Signals des platingebunde-
nen Duplexes im 1H-NMR-Spektrum ist gegenüber der für 1
um d� 0.4 zu hoher Frequenz verschoben ± im Einklang mit
einer Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem NH3-Ligan-

Tabelle 2. Wichtigste NOEs zwischen 2-Picolin- und DNA-Protonen nach
der Bindung von 1 an 2. Die entsprechenden Abstände in den vier
Modellen sind zum Vergleich aufgeführt. Abstände über 5 � liegen jenseits
der Grenze für NOEs und sind mit ( ± ) gekennzeichnet.

Beobachteter NOE Abstände in den Modellen [�]
1 ´ ´ ´ 2 3a 3b 3c 3d

H6 ´´´ G7-H8 4.45 3.47 5.70( ± ) 5.15( ± )
H6 ´´´ T6-H3' 4.88 4.53 7.21( ± ) 7.06( ± )
H6 ´´´ T6-H2'' 4.98 4.50 7.08( ± ) 7.02( ± )
H6 ´´´ T6-H2' 3.33 3.52 5.57( ± ) 5.88( ± )
H5 ´´´ T6-H2' 3.78 3.85 7.86( ± ) 8.09( ± )
CH3 ´´´ T6-CH3 8.22( ± ) 4.03 9.07( ± ) 5.31( ± )
H3 ´´´ T6-CH3 7.26( ± ) 2.73 9.66( ± ) 7.35( ± )
H4 ´´´ T6-CH3 5.42( ± ) 4.70 9.02( ± ) 9.15( ± )
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den von {Pt(NH3)(2-Pic)}2� und O6 des DNA-Restes G8 im
Modell 3 b. Eine zusätzliche Stabilisierung des Komplexes 3 b
ergibt sich möglicherweise aus dem van-der-Waals-Kontakt
zwischen der Methylgruppe von 2-Picolin und der T6-
Methylgruppe der DNA (C ´´´ C: 3.78 �).[11] Dieser Kontakt
wird im Methyl-out-Modell 3 a (Abstand zwischen 2-CH3 und
T9-CH3: 5.13 �) nicht beobachtet und scheint für die Unter-
scheidung zwischen den Methyl-in- und den Methyl-out-
Modellen wichtig zu sein.

Bei früheren Beschreibungen der stereoselektiven Bildung
von Platin-GG-Addukten[12, 13] war die Selektivität gering und
die Orientierung entgegengesetzt (NH3 cis zu 5'-G). Im Falle
von cis-[PtCl2(NH3)(C6H11NH2)], einem Metaboliten des oral
wirksamen Medikaments JM216, ist der Cyclohexylamin-
Ligand bei dem häufigsten platinierten G*G*-Stereoisomer
(Isomerenverhältnis 2:1) auf 3'-G von Kalbsthymus-DNA
gerichtet.[14] Diese Präferenz wurde zum Teil einer Wasser-
stoffbrückenbindung zwischen Pt-NH3 und dem 5'-Phosphat
zugeschrieben. Dasselbe Verhältnis von Orientierungsisome-
ren (2:1) wurde bei einem 11mer-DNA-Duplex beobachtet,
bei dem cis-{Pt(NH3)(4-AminoTEMPO)}2� (TEMPO�
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-N-oxyl) an G*G* gebunden
ist.[15]

Erste kinetische Untersuchungen der Reaktion des Kom-
plexes 1 mit dem Duplex 2 ergaben, daû die Monoaqua-
Spezies mit 2-Picolin trans zu H2O schneller mit DNA
reagiert, und daher ist die Bildung monofunktioneller Ad-
dukte mit GN7 trans zu 2-Picolin gegenüber solchen mit NH3

trans zu GN7 bevorzugt (Schema 1). Dies ist wahrscheinlich
das Ergebnis von ungünstigen sterischen Wechselwirkungen
für den Fall, daû sich das 2-Picolin cis zu GN7 befindet. Dies

Schema 1. Reaktionspfade des als Krebsmedikament wirksamen Kom-
plexes 1 mit dem DNA-Duplex 2 (nur G7 und G8 gezeigt). Ladungen der
Komplexe sind nicht gezeigt. Ein möglicher bevorzugter Weg zum haupt-
sächlich vorkommenden GG-Addukt mit dem 2-Picolin-Liganden cis zu
5'-G ist durch fettgedruckte Pfeile angezeigt.

steht im Gegensatz zur Bildung monofunktioneller Addukte
von cis- und trans-[PtCl(NH3)2(4-MePy)]� , bei denen der
Methylsubstituent weiter von der Koordinationsebene ent-
fernt liegt,[16] und unterstreicht noch einmal die wichtige Rolle
der 2-Methylgruppe von 1, die nahe bei dem Pt-Ion liegt.
Monofunktionelle 3'-G-platingebundene Addukte von DNA-
Duplexen bilden sich gewöhnlich schneller und unterliegen
schneller einem Ringschluû als monofunktionelle 5'-G-Ad-
dukte.[17] Wenn dies auch für Addukte von 1 gilt, würde dies
zusammen mit der Präferenz für eine Substitution trans zum
2-Picolin erklären, warum das bifunktionelle Addukt mit dem
2-Picolin cis zu 5'-G das bevorzugte Produkt ist.

Mehrere Faktoren scheinen für die hohe Stereoselektivität
bei Reaktionen des Krebsmedikaments 1 mit dem DNA-
Duplex 2 verantwortlich zu sein. Dazu gehören: ungünstige
sterische Wechselwirkungen zwischen dem 2-Picolin-Ring
und den benachbarten Nucleotidbasen bei den Modellen 3 c
und 3 d, eine günstige Wasserstoffbrückenbindung zwischen
dem NH3-Liganden und O6 von G8 beim Modell 3 b sowie
van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen der 2-Picolin-
CH3-Gruppe und der T6 benachbarten CH3-Gruppe, die
beim Modell 3 a fehlen. Sowohl thermodynamische als auch
kinetische Faktoren scheinen die Bildung des Komplexes 3 b
zu begünstigen. Die hohe Stabilität von 3 b kann bei der
Erklärung der fehlenden Kreuzresistenz zwischen 1 und
Cisplatin wichtig sein. Eine solche Läsion wird von den
Excision-Repair-Systemen in Zellen möglicherweise anders
erkannt als bei Cisplatin-DNA-Addukten.[18, 19]

Experimentelles

2-Picolin wurde von Aldrich bezogen. Die Natriumsalze von HPLC-
gereinigten 14mer-Oligonucleotiden stammen von Oswel (Southampton).
cis-[PtCl2(15NH3)(2-Pic)] 1 wurde aus cis-[PtCl2(15NH3)2] nach einem ähn-
lichen Verfahren hergestellt, wie es für PtII-Komplexe mit gemischten
Ammin/Amin-Liganden mit natürlichem Isotopenverhältnis beschrieben
wurde.[20]

Der 14mer-DNA-Duplex 2 wurde durch langsames Abkühlen, ausgehend
von 343 K, reassoziiert. Die Reaktion von 1 mit 2 wurde in einem molaren
Verhältnis von 1:1 (1 mm) in H2O/D2O 90:10 (0.5 mL) durchgeführt. Die
Proben enthielten 0.1m NaClO4, um die Ionenstärke konstant zu halten.
Bei den Reaktionen wurde Phosphatpuffer (9 mm) verwendet, um den pH-
Wert auf 6.0 zu halten. Für Experimente in D2O wurde die Probe zweimal
aus 99.9proz. D2O gefriergetrocknet und schlieûlich in 99.9proz. D2O
gelöst.

NMR-Spektren wurden, wie schon früher beschrieben,[4, 5] auf NMR-
Spektrometern der Typen Bruker DMX500 und Varian UnityINOVA600
aufgenommen (1H-Resonanzfrequenzen 500.13 bzw. 599.842 MHz). 2D-
1H-NOESY-Datensätze wurden sowohl für die Probe mit H2O/D2O (90:10)
als auch für die Probe mit 99.9proz. D2O mit einer Mischzeit von 200 ms bei
278 K aufgenommen. 2D-DQFCOSY-Spektren wurden nur für die Probe
mit 99.9proz. D2O erhalten.

Messungen des pH-Werts erfolgten mit einem pH-Meter des Typs
Corning 145 (ausgestattet mit einer Aldrich-Mikrokombinationselektro-
de), das mit Aldrich-Pufferlösungen von pH 4, 7 und 10 geeicht wurde.

Die Molecular-modeling-Rechnungen wurden mit Sybyl, Version 6.3
(Tripos Inc.), durchgeführt. DNA-Duplex-Strukturen beruhten auf ener-
gieminimierten Modellen eines Cisplatin-DNA-Duplexes, die aus NMR-
Daten berechnet wurden.[7] Die Koordinaten der Struktur von 1 im
Kristall[4] wurden verwendet, um das Fragment {Pt(NH3)(2-Pic)}2� zum
¹Andockenª an DNA aufzubauen. Die Abstände zwischen GN7 und Pt
beruhten auf den Kristallkoordinaten des 12mer-DNA-Duplex/Cisplatin-
Adduktes.[21] Vier verschiedene Modelle, die die mögliche Geometrie des
endgültigen DNA-Adduktes widerspiegelten, wurden berechnet. Anhand
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Die [2�2�1]-Cycloaddition von zwei Alkinen und Kohlen-
monoxid in Gegenwart von Pentacarbonyleisen repräsentiert
eine nützliche Methode zum Aufbau fünfgliedriger Ringe.[1, 2]

Die Demetallierung der resultierenden Tricarbonyl(h4-cyclo-
pentadienon)eisen-Komplexe zu den freien Cyclopentadieno-
nen eröffnet Anwendungen in der organischen Synthese. Diese
Transformation wurde durch Oxidation mit Trimethylamin-
N-oxid durchgeführt.[1, 3] Wir beschrieben kürzlich eine neu-
artige Methode zur Demetallierung von Tricarbonyl(dien)ei-
sen-Komplexen über einen photochemisch induzierten Aus-
tausch der Carbonylliganden mit Acetonitril.[4] Im folgenden
berichten wir über ein alternatives Verfahren für den Ligan-
denaustausch an Tricarbonyl(h4-cyclopentadienon)eisen-Kom-
plexen und die anschlieûende Demetallierung an der Luft.

Tricarbonyl(h4-cyclopentadienon)eisen-Komplexe gehen
eine Transformation ein, die analog zur Hieber-Reaktion
ist.[5] Daher führt die Reaktion des Komplexes 1 a mit
wäûriger NaOH in THF zu einem Gleichgewicht der korres-
pondierenden Hydridkomplexe 2 a und 4 a, die in einem
Verhältnis von ca. 13:1 vorliegen (Schema 1). Tricarbonyl-

Schema 1. a) 1m NaOH/THF (1/2); b) C5H11I; c) H3PO4; d) Luft, Tages-
licht, Et2O/THF, Na2S2O3, Kieselgur, 3 h; e) NaH, Et2O/THF.

einer Berechnung der Abstände zwischen den Protonen aus den NOE-
Daten wurden bei jedem Modell Grenzen für diese Abstände festgelegt.
Die Abstände wurden für starke, mittlere und schwache NOEs im Bereich
2.5 ± 4.5, 3.0 ± 5.0 bzw. 4.0 ± 5.0 � festgelegt, jeweils mit Kraftkonstanten
von 20 kcal molÿ1 �ÿ2. Insgesamt acht identifizierbare NOE-Bedingungen
für den Abstand zwischen dem 2-Picolin-Ring und dem DNA-Duplex
wurden in das Modell eingebaut. Teilstrukturen jedes Modells
(T6G*7 G*8 T9� {Pt(NH3)(2-Pic)}2�) wurden einer Energieminimierung mit
konjugiertem Gradienten in 200 Schritten unterzogen, damit die Modelle
jeweils den Abstandsbedingungen genügen konnten.
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