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Abstract: Im Rahmen der Entwicklung neuer biologisch ak-
tiver Organometallverbindungen mit Aspirin-Teilstruktur,
deren Wirkmechanismus die Hemmung der Cyclooxygenase-
(COX)-Enzyme einschlief3t, wurden auch entsprechende De-
rivate des Zeise-Salzes synthetisiert. In In-vitro-Untersuchun-
gen konnte dann gezeigt werden, dass neben den Zeise-Aspi-
rin-Derivaten auch das Zeise-Salz selbst einen sehr potenten
Hemmstoff der COX-Enzyme darstellt. Kaliumtetrachloro-
platinat(1l) und Cisplatin haben in vergleichbaren Konzen-
trationen keinen Einfluss auf die Enzymaktivitit. Fiir die
COX-1 konnte mittels LC-ESI-Tandem-Massenspektrometrie
nachgewiesen werden, dass das Zeise-Salz mit den Amino-
sauren Tyr385 (aktives Zentrum des Enzyms) und Ser516
(Acetylierungsstelle des Aspirins) essenzielle Zentren des
Enzyms platiniert, was dessen Funktion stark beeintrdichtigt.
Damit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass das Zeise-
Salz selbst pharmakologisch aktiv ist und einen potenten En-
zyminhibitor darstellt.

Der Einzug des Platins in die Welt der medizinischen
Chemie entsprang wie vieles dem reinen Zufall. Barnett
Rosenberg!! untersuchte 1965 Escherichia-coli-Bakterien im
elektrischen Feld und beobachtete ein verdndertes Wachs-
tumsverhalten. Die grof3e wissenschaftliche Leistung Rosen-
bergs war es, nicht das elektrische Feld dafiir verantwortlich
zu machen, sondern den in Losung entstehenden Platin-
komplex, der sich im Verlauf des Versuches aus der ver-
meintlich inerten Platinelektrode bildete. Seitdem ist Cis-
platin, das bereits seit 1844 als Peyrones-Salz bekannt ist,
nicht mehr aus der Tumortherapie wegzudenken.

Die stindige Weiterentwicklung mit dem Ziel eines er-
weiterten Wirkspektrums, verringerter Nebenwirkungen und
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des Uberwindens von Resistenzen brachte weitere Platin-
komplexe hervor, die einen festen Stellenwert in der Medizin
besitzen.”! All diesen Komplexen ist aber gemein, dass sie
ihre Wirkung hauptséchlich iiber eine Wechselwirkung mit
DNA entfalten.

In diesem Zusammenhang wurden auch viele Organo-
metallverbindungen synthetisiert und getestet. Ein hochin-
teressanter Vertreter dieser Substanzklasse ist der Komplex
[Prop-2-inyl-2-acetoxybenzoat]dicobalthexacarbonyl  (Co-
ASS, Schema 1).*! Dieses Acetylsalicylsdure-Derivat ist im
Zellversuch dhnlich zytotoxisch wie Cisplatin und hemmt
daneben die Cyclooxygenasen COX-1 und COX-2 deutlich
starker als Acetylsalicylsdure (ASS).
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Schema 1. Design und Reaktivitit von Kalium[n?(prop-2-enol)-2-acet-
oxybenzoat]trichloroplatinat(ll) (Pt-Propenol-ASS).

Der Einsatz eines zytotoxischen COX-Hemmers eroffnet
neue Therapiemdglichkeiten bei Tumoren, von denen be-
kannt ist, dass eine Uberregulation der COX zu pathologi-
schen Verdnderungen fiihrt. In den letzten Jahren wurde fiir
verschiedene Mammakarzinome gezeigt, dass COX-2 in
deren Gewebe vermehrt exprimiert wird und dass Inhibitoren

Angew. Chem. 2015, 127, 2876 —2879


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201410357

dieses Enzyms im Tiermodell das Tumorwachstum und die
Tumorprogression hemmen. Eine erhohte Expression der
Cyclooxygenasen in gynidkologischen Tumoren ist zudem mit
einer schlechteren Prognose assoziiert,™® was neben dem
Mammakarzinom auch das Prostatakarzinom betrifft.

Im Rahmen der Wirkoptimierung wurde an Co-ASS der
Metallcluster modifiziert und der Einfluss auf Zytotoxizitét
und COX-Hemmung untersucht."! Dabei wurde auch das
Zeise-Salz (Schema 1), das wie Cisplatin schon sehr lange
bekannt ist, als Organometallkomponente eingesetzt. Es
wurde 1827 von dem dénischen Apotheker William Christo-
pher Zeise entdeckt und gilt als eine der ersten metallorga-
nischen Verbindungen. Uber eine mogliche Verwendung in
der Medizin oder als Pharmakophor in Arzneistoffen ist
wenig bekannt. Deshalb wurde in Analogie zu Co-ASS
Acetylsalicylsdure mit Prop-2-enol verestert und mit Zeise-
Salz zu dem anionischen Pt-Propenol-ASS-Komplex umge-
setzt (Schema 1; Gegenion K¥).

Vor Beginn der Testung auf pharmakologische Eigen-
schaften wurde die Stabilitdt von Pt-Propenol-ASS in Wasser
mittels HPLC untersucht. Es ist bekannt, dass durch den
starken trans-Effekt des Alkens ein Chloridligand gegen H,O
ausgetauscht werden kann.'”) Ebenso ist es moglich, durch
hohe Cl -Konzentrationen das Alken vom Platin abzuspal-
ten. Interessanterweise tritt unter den Messbedingungen
keine dieser Reaktionen ein. Es erfolgt mit einer Halb-
wertszeit von 20.2 + 1.4 min eine Spaltung des Esters resul-
tierend in ASS und Pt-Propenol (Schema 1 und Abbildung 1).
Eine Spaltung der Acetoxygruppe wird nicht beobachtet.

Nachdem der Ligand Propenol-ASS im wiéssrigen
Medium stabil ist, spricht alles fiir eine Beteiligung des Platins
an der Esterspaltung. Man kann in Losung die Bildung eines
fiinfgliedrigen Chelatringes vom Platin iiber das Ester-Sau-
erstoffatom diskutieren, sodass ein sehr starker Elektronen-
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Abbildung 1. 3D-Auftragung mehrerer HPLC-Chromatogramme der
Zersetzung von Pt-Propenol-ASS in Gegenwart von Wasser bei 37°C
beginnend bei Zeitpunkt 0 (vorne) bis 90 min (hinten) im Zeitabstand
von 15 min. t,,(ASS) =3.56 min; t,,(Pt-Propenol-ASS) =6.45 min.
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zug auf das a-C-Atom der Seitenkette ausgeiibt wird, was
eine Aktivierung gegeniiber nucleophilen Angriffen zur
Folge hat. Die Stabilitit des Komplexes kann betrichtlich
erhoht werden, wenn zwischen Esterfunktion und der ,,Zeise-
Komponente“ eine weitere Methylengruppe eingefiigt wird
(—Pt-Butenol-ASS). Pt-Butenol-ASS ist unter den Messbe-
dingungen iiber 24 h stabil.

Um die Bedeutung der ,,Zeise-Komponente*“ im Ver-
gleich zum {Co,(CO)¢}-Cluster auf die pharmakologischen
Eigenschaften nédher zu untersuchen, wurden Pt-Propenol-
ASS und Pt-Butenol-ASS zuerst auf COX-1/2-Hemmung
untersucht. Beide Komplexe zeigten eine 10-fach stdrkere
COX-Hemmung als Co-ASS. In einer Konzentration von
10 um hemmten sie die Aktivitit der COX-1 um 100 %, die
der COX-2 um ca. 35%. Selbst bei einer Testkonzentration
von 1 um liegen die Hemmungen der COX-1 noch bei ca.
70% (Tabelle 1).

Tabelle 1: COX-Hemmung an isolierter COX-1 (ovine) und COX-2
(human rekombinant).

COX-1-Hemmung [%)] COX-2-Hemmung [%)]

bei bei
10 um 1 um 10 um

ASS 29+20 0
Co-ASS 68.0+5.4 63.0£5.0
Pt-Propenol-ASS 100 69.7+1.2 39.1+1.7
Pt-Butenol-ASS 100 721423 33.6+24
Propenol-ASS 0 13.3+24
Pt-Propenol 80.7+14.2 0
IK,[PtCl,] 18.5+4.5 0
Zeise-Salz 100 35.8+2.7 13.5+0.9
Cisplatin 0 29.2+£2.0

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Komplexe
unter den Messbedingungen zersetzt werden, wurden auch
Pt-Propenol, Propenol-ASS und [PtCLJ*~ als mogliche
Spaltprodukte des Pt-Propenol-ASS untersucht.

Der freie Ligand Propenol-ASS und K,[PtCl,] zeigen in
der hochsten getesteten Konzentration von 10 pM nur eine
geringe COX-Hemmung (Tabelle 1). Dagegen ist Pt-Prope-
nol an der COX-1 mit einer Hemmung von 80.7 % sehr aktiv.
Da in dieser Konzentration ASS die COX-1 nur zu 29%
hemmt, wurde davon ausgegangen, dass die ,,Zeise-Kompo-
nente“ dafiir verantwortlich ist. Tatséchlich zeigt sogar das
Zeise-Salz, im Gegensatz zu Cisplatin und K,[PtClL], in
diesem Assay eine ausgezeichnete Hemmung. In einer Kon-
zentration von 10 uM wird die COX-1 zu 100 % und die COX-
2 zu 13.5% inaktiviert; bei 1 pm wird die Aktivitdt der COX-
1 um 35.8% gehemmt.

Um den Mechanismus der COX-Hemmung ndher zu
untersuchen, wurde COX-1 zusammen mit dem Zeise-Salz
inkubiert und anschliefend einem enzymatischen Verdau mit
Trypsin unterzogen. Die erhaltenen Peptidfragmente wurden
mittels LC-ESI-Tandem-Massenspektrometrie*!  analy-
siert. Interessanterweise wiesen vier Fragmente Platinie-
rungsstellen auf (siche Tabelle 2): Ser516 (oder His513),
Glu347 (oder Glu346), Cys512 und His513 sowie Tyr385 (oder
His386). In Klammern sind potenzielle alternative Koordi-
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Tabelle 2: Platinierung (@) der COX-1 durch das Zeise-Salz bestimmt durch ESI-Tandem-Massen-
spektrometrie.

Peptidsequenz Aminosiuren 7% SEQUEST-Parameter  lonent
Xcorrd ACnl
C.HPNS@IFGESMIEMGAPFSLK.G S516/H513, 3 4.31 0.25 28/76
V.IEE@YVQQLSGYFLQLK.F E347/E346 3 3.76 0.52 24/60
L.EKC@H@PNSIFGESMIEMGAPFSLK.G ~ C512, H513 3 5.87 0.17 33/88
E.FNQLY@HWHPLMPDSFR.V Y385/H386 3 3.67 0.31 20/60

[a] Ladung. [b] Beobachtete/mégliche b*- und y*-lonen. [c] @ reprasentiert die folgenden Platinfrag-
mente in den Peptidionen; in Klammern sind die relevanten Bindungsstellen angegeben: {(C,H,)Pt}*"
(S516), {PtCI}" (E347), {PtCl,} (C512, H513 und Y385). [d] Xcorr ist der ,,cross correlation score* und
ACn der , delta correlation value“ in Bezug auf die platinierte Peptidsequenz mit dem nichstbesten

belle 3). Dabei erwiesen sich das
Zeise-Salz und Pt-Propenol-ASS
als inaktiv (ICs, > 50 um), wiahrend
Pt-Butenol-ASS schwach wirksam
war (ICs((MCF-7) =30.1+1.5 um;
1C5,(MDA-MB 231) =46.7 +

2.2 uM). Nachdem es sich um anio-
nische Komplexe handelt, stellte
sich die Frage, ob diese schwache
Aktivitit aus einer verminderten
Aufnahme in die Tumorzellen und/
oder einer unzureichenden DNA-

Xcorr-Wert.

nationspositionen in der gleichen Sequenz mit ACn <0.10 im
Vergleich zur erstgenannten Stelle mit dem hochsten Xcorr-
Wert angegeben.

Von grofiter Bedeutung ist der Befund, dass auch das
aktive Zentrum der COX-1, die Aminosdure Tyr385, plati-
niert wird (Abbildung 2). Man findet hier das {PtCl,}-Frag-

Abbildung 2. Platinierung von essenziellen Aminosiduren (Tyr385) im
aktiven Zentrum der COX-1 durch Zeise-Salz.

ment. Da K,PtCl, zu keiner COX-Hemmung fiihrt, ist es sehr
wahrscheinlich, dass in einem ersten Schritt Zeise-Salz bindet
und dann anschlieBend das Alken bei der MS-Fragmentie-
rung abgespalten wird. Als weitere Aminosdure in der Bin-
dungstasche tragt Ser516 (essenzielle Acetylierungsstelle von
Aspirin) das (n>-Ethylen)platin(II)-Fragment. Es ist anzu-
nehmen, dass das Zeise-Salz nach hydrolytischer Abspaltung
einer Chlorid-Abgangsgruppe an die OH-Gruppe der Ami-
nosdure bindet.

Interessanterweise zeigt Cisplatin, das auch iiber die Hy-
drolyse der Pt-Cl-Bindungen aktiviert wird und so an die
DNA oder Proteine bindet, keine Aktivitit in den COX-
Assays.

Wissend um diesen vergleichbaren Hydrolysemechanis-
mus wurden Pt-Propenol-ASS, Pt-Butenol-ASS und das
Zeise-Salz auf wachstumshemmende Effekte an den Brust-
krebszelllinien MCF-7 und MDA-MB 231 untersucht (Ta-
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Bindung resultiert.

Tabelle 3: 1C5o-Werte [uM] aus Zytotoxizitatsuntersuchung an Mamma-
karzinom-Zellen.

Komplex MCF-7 MDA-MB 231
Cisplatin 2.0+0.3 3.3+05
Zeise-Salz >50 >50
Pt-Propenol-ASS >50 >50
Pt-Butenol-ASS 30.1+1.5 46.7+2.2

Die grundsitzliche Moglichkeit der DNA-Platinierung
konnte an Lachssperma-DNA nachgewiesen werden. Das
Zeise-Salz und Pt-Butenol-ASS binden deutlich schneller an
die DNA als Cisplatin, mit einem deutlich niedrigeren Nuc-
leosid/Substanz-Verhiltnis (Abbildung 3). In zelluldren Sys-
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Abbildung 3. Bindung an isolierte Lachssperma-DNA (e Cisplatin; A
Zeise-Salz; m Pt-Butenol-ASS).

temen miissen die Komplexe zuerst die Zellmembran iiber-
winden, um Wirkung zu entfalten. Inkubiert man MCF-7-
Zellen iiber 24 h mit den Komplexen, so findet man fiir Cis-
platin und das Zeise-Salz eine nahezu identische Aufnahme-
kinetik (Abbildung 4). Auch die nach 2 h gemessenen Werte
fir Zellkernaufnahme und zellulire DNA-Bindung sind
identisch (Tabelle 4). Pt-Butenol-ASS wird durch seinen hy-
drophoberen Charakter 4- bis 5-fach stiarker in den Zellen
bzw. in den Kernen angereichert. Die im Vergleich zu Cis-
platin deutlich niedrigeren bzw. fehlenden proliferations-
hemmenden Effekte konnten an einer weniger effektiven
Bildung von Intrastrangverkniipfungen liegen. Fiir diese Be-
urteilung sind aber weiterfilhrende Untersuchungen notig.
Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass das Zeise-Salz und analoge Kalium(n’-al-
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Tabelle 4: DNA-Bindung an isolierter DNA; Zell- und Zellkernaufnahme sowie DNA-Bindung in MCF-7-

Zellen nach 2 h.
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zuwarten. Jedoch kann auch an die
Entwicklung von nicht toxischen

Komplex Bindung an Aufnahme in Kernaufnahme in DNA-Bindung in Cyclooxygenase-Hemmstoffen ge-
isolierter DNA® MCF-7-Zellen®” MCF-7-Zellen® MCF-7-Zellen™  dacht werden.

Cisplatin 6.0+0.3 0.08 +0.03 0.07 +0.05 0.55+0.52

Zeise-Salz 25.6+£0.5 0.10+0.02 0.08 +£0.02 0.47+0.09

Pt-Butenol-ASS 31.2+9.6 0.46 +0.09 0.50+0.29 0.51+£0.07

[a] nmol Pt pro mg DNA =+ sdv. [b] nmol Pt pro mg Protein % sdv.

=
o

Anreicherungsgrad
O =2 N W A OO N o ©

Abbildung 4. Zellaufnahme-Untersuchung an MCF-7-Zellen (e Cispla-
tin; x Zeise-Salz; m Pt-Butenol-ASS).

ken)trichloroplatinat(IT)-Komplexe biologisch aktiv sind. Sie
stellen unter anderem Hemmstoffe der Cyclooxygenasen dar
und konnen weiter optimiert werden. Nachdem bereits vor
tiber 40 Jahren die Antitumorwirkung von Cisplatin gezeigt
werden konnte, ist jetzt auch fiir die &lteste bekannte Or-
ganometallverbindung, das Zeise-Salz, ein pharmakologi-
scher Effekt nachgewiesen worden. Inwieweit eine Optimie-
rung zu einem Tumortherapeutikum fithren kann, bleibt ab-
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