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Platinierung von Nucleotiden, induziert durch
sichtbares Licht**
Nicole A. Kratochwil, John A. Parkinson,
Patrick J. Bednarski und Peter J. Sadler*

Groûes Interesse besteht derzeit an der Entwicklung von
photoaktivierbaren Metallkomplexen als Lumineszenzmar-
ker und für photochemische DNA-Spaltungsreaktionen[1]

sowie am Design von Photosensitizern für die photodynami-
sche Krebstherapie.[2, 3] Photosensitizer katalysieren die Bil-
dung von reaktivem Singulettsauerstoff und sind daher ab-
hängig von Sauerstoff im Zielgewebe. Der Vorteil von
Photochemotherapeutika liegt in ihrer selektiven Lichtakti-
vierbarkeit und der dadurch erzielten Verringerung von
Nebenwirkungen im Vergleich zur klassischen Chemothera-
pie. Wir sind an der Entwicklung von sauerstoffunabhängigen,
photoaktivierbaren Metallkomplexen interessiert, vor allem
an photoaktivierbaren Analoga von Cisplatin, cis-
[PtCl2(NH3)2], einem der wichtigsten Antitumormittel in der
Krebstherapie. Iodokomplexe von PtIV sind in dieser Hinsicht
vielversprechend, da ihre Cytotoxizität gegen Tumorzellen in
Anwesenheit von Licht erhöht wird.[4] Wir zeigen hier, daû
stereospezifische Photoreaktionen eines Diiododiamin-PtIV-
Komplexes mit dem Nucleotid Guanosin-5'-monophos-
phat (5'-GMP) durch sichtbares Licht induziert werden
können und daû die Photoaktivierung durch die axialen
Liganden beeinfluût werden kann, wodurch eine Feinabstim-
mung der Photoreaktivität dieser Komplexe ermöglicht wird.
Dies ist unseres Wissens der erste Bericht über die Platinie-
rung von Nucleotiden, die allein durch sichtbares Licht
induziert wird.

Photoreaktionen der 15N-markierten Diiodo-PtIV-Komple-
xe 15N-1 und 15N-2 wurden in Anwesenheit von 5'-GMP durch
1D-1H-, 2D-[1H,15N]-HSQC- sowie 2D-[1H,15N]-HSQC-
TOCSY-NMR-Experimente untersucht (en�Ethylendiamin).
Als Bestrahlungsquelle wurde ein Argonlaser verwendet, der
mit einem faseroptischen Lichtleiter versehen war, was eine
Bestrahlung der zu untersuchenden Lösung direkt im Ma-
gnetfeld des NMR-Spektrometers ermöglichte. Unter Licht-
ausschluû blieben die Pt-Komplexe in Anwesenheit von 5'-
GMP über 30 h stabil.

trans,cis-[Pt(OCOCH3)2I2(15N-en)] 15N-1

trans,cis-[Pt(OH)2I2(15N-en)] 15N-2

Der zeitliche Verlauf der Photoreaktion von 1 (e457.9�
327mÿ1 cmÿ1) in Anwesenheit von 1 ¾quiv. 5'-GMP (200 mm
in H2O, 298 K, pH 6.2)[5] wurde durch 1D-1H-NMR-Spektro-
skopie verfolgt (Abbildung 1; für Strukturen und Numerie-
rung der Komplexe siehe Schema 1 A). Während der Be-

Abbildung 1. Ausgewählte Bereiche von 500-MHz-1D-1H-NMR-Spek-
tren, aufgenommen während der Photoreaktion von 1 in Anwesenheit
von 5'-GMP bei verschiedenen Bestrahlungszeiten: 0, 4.6, 9.2 und 18.4 h
(und 24 h unter Ausschluû von Licht); pH 6.2, 298 K. Dem lichtinduzierten
Ligandenaustausch (1!3) schlieût sich die Bindung von 5'-GMP an.

strahlung mit sichtbarem Licht (lirr� 457.9 nm, 12.2�
10ÿ3 J sÿ1) nahm die Intensität der Signale für 1 (CH2: d�
2.7; CH3: d� 2.05) ab, und zwei neue Multipletts bei d� 3.01
(Signal 3a) und 2.60 (3b) sowie ein Singulett bei d� 3.08 (4)
wurden im Bereich der en(CH2)-Signale detektiert. Im
Methylbereich des 1H-NMR-Spektrums traten zwei neue
Singuletts auf, die als koordiniertes (d� 2.09; 3) und frei-
gesetztes Acetat (d� 1.99) identifiziert wurden. Später wurde
ein Singulett bei d� 8.52 beobachtet, das H8 von platiniertem
5'-GMP zugeordnet werden kann (freies 5'-GMP: d� 8.10).
Die Tieffeldverschiebung des Signals für H8 von 5'-GMP ist
typisch für die Koordination von Metallionen an N7 von 5'-
GMP.[6]

Die Photoreaktion von 15N-1 in Anwesenheit von 5'-GMP
wurde weiterhin durch 2D-[1H,15N]-HSQC- und HSQC-
TOCSY-NMR-Spektroskopie untersucht (Abbildung 2).
Nach 1 h (Abbildung 2 A) wurden ein Kreuzsignal für 1 mit
chemischen Verschiebungen von 7.84/1.98 (1H/15N) sowie drei
neue Kreuzsignale mit chemischen Verschiebungen von 7.30/
9.54 (3a), 7.30/ÿ 20.9 (3b) und 6.81/ÿ 6.45 (4) detektiert. Das
2D-[1H,15N]-HSQC-TOCSY-NMR-Spektrum lieû erkennen,
daû die Multipletts 3a und 3b dem gleichen Spinsystem
angehören und eine Kopplung mit den (en)NH2-Gruppen bei
7.30/9.54 (3a) und 7.30/ÿ 20.9 (3b) besteht sowie eine
Korrelation zwischen dem Singulett der CH2-Gruppe bei
d� 3.08 und dem Kreuzsignal bei 6.81/ÿ 6.45 (4). Die nicht
äquivalenten CH2-Gruppen des koordinierten en-Liganden
(Signale 3a und 3b) und die Beobachtung von zwei 1H/15N-
Kreuzsignalen, die mit NH2-Gruppen von en trans zu I (3a)
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Abbildung 2. 2D-[1H,15N]-HSQC-NMR-Spektren für die Reaktion von
15N-1 mit 5'-GMP (1:1, 200 mm) nach A) 1 h und B) 4.6 h Bestrahlung; pH
6.2, 298 K. Sterne markieren 195Pt-Satelliten.

und O (3b) in Einklang waren, wiesen auf die Bildung von
trans,cis-[Pt(OCOCH3)2(OH)I(15N-en)] 15N-3 während der
Photoreaktion von 1 hin (Schema 1 A). Die chemischen

Schema 1. Mechanismus der Photoreaktion von A) 1 und B) 2 in An-
wesenheit von 5'-GMP. 4 ist ein Strukturvorschlag, wobei Y entweder I
oder OH sein kann.

Verschiebungen des zweiten, simultan gebildeten Photopro-
dukts 4 und die Beobachtung von nur einem 1H/15N-Kreuz-
signal (d(1H)/d(15N)� 6.81/ÿ 6.45; (en)CH2: d(1H)� 3.08)
sowie die Detektion von freiem Acetat lieûen auf einen
symmetrischen PtIV-Komplex (äquivalente CH2-Gruppen des
koordinierten en) schlieûen, der zwei Acetatoliganden wäh-
rend der Photoreaktion freigesetzt hatte. Zur Identifizierung

von 4 wurde ein Gemisch aus trans,cis-[Pt(OH)2I2(15N-en)]
15N-2, mer-[Pt(OH)3I(15N-en)] 15N-5 und [Pt(OH)4(15N-en)]
15N-6 durch ein 2D-[1H,15N]-HSQC-TOCSY-NMR-Experi-
ment untersucht (Abbildung 3). Die Unterschiede in den

Abbildung 3. Charakterisierung der 15N-markierten PtIV-Komplexe 15N-2,
15N-5 und 15N-6 durch 2D-[1H,15N]-HSQC-TOCSY-NMR (pH 6.2, 298 K).
Sterne markieren 195Pt-Satelliten (Näheres siehe Text).

chemischen Verschiebungen (Tabelle 1) schlossen jedoch die
Bildung dieser Komplexe während der Photoreaktion von 1
aus. Möglicherweise ist 4 ein Dihydroxo-PtIV(en)-Komplex
mit ein oder zwei axialen Iodoliganden.

Nach Bestrahlung des Reaktionsgemisches (4.6 h; Abbil-
dung 2 B) wurden zwei neue, dicht beieinander liegende 1H/
15N-Kreuzsignale (d� 5.79/ÿ 30.9 und 5.72/ÿ 30.9; 7) im 2D-
[1H,-15N]-HSQC-NMR-Spektrum detektiert, die auf nicht
äquivalente en-NH-Protonen hinwiesen. Die beobachteten
chemischen Verschiebungen für 1H und 15N in diesem Bereich
sind charakteristisch für einen PtII-Diaminkomplex und sind
im Einklang mit der Struktur von [Pt(5'-GMP-N7)2(15N-
en)]2� 7.[6, 7]

Aus dem zeitlichen Verlauf der Reaktion (Abbildung 4 A,
Schema 1 A) geht hervor, daû trans,cis-[Pt(OCOCH3)2(OH)-
I(15N-en)] 15N-3 mit dem Nucleotid unter Bildung des PtII-(5'-
GMP)2-Addukts 7 eine Photoreduktion eingeht und daû das
PtIV-Photoprodukt 4 stabil ist.

Tabelle 1. Chemische Verschiebungen (1H, 15N) und Kopplungskonstanten 1J(195Pt,15N) [Hz].

CH3 CH2 NH2
1J(195Pt,15N)

Pt-Komplex d1H d1H d1H d15N
(trans zu) (trans zu) (trans zu)

trans,cis-[Pt(OCOCH3)2I2(en)] 1[4] 2.05 2.72 7.84 (I) 1.98 (I)
trans,cis-[Pt(OH)2I2(en)] 2[4] 2.82 6.56 (I) 14.03 (I)
trans,cis-[Pt(OCOCH3)2(OH)I(en)] 3 2.09 3.01, 2.60 7.30 (I,O) 9.54 (I), ÿ20.9 (O) 221 (O)
trans,cis-[PtY2(OH)2(en)][a] 4 3.08 6.81 ÿ 6.45 213
mer-[Pt(OH)3I(en)] 5 3.06, 2.70 6.33 (I,O) 16.32 (I), ÿ20.07 (O) 268 (O)
[Pt(OH)4(en)] 6 2.94 6.19 (O) ÿ 16.77 (O) 292 (O)
[Pt(5'-GMP-N7)2(en)]2� 7 2.84 5.79, 5.72 (N) ÿ 30.9 (N)

[a] Strukturvorschlag; Y� I oder OH.
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Die Photoreaktion von 2 (e457.9� 246mÿ1 cmÿ1) in Anwesen-
heit von 5'-GMP (1:1, 200 mm in H2O, 298 K, pH 6.2)[5] wurde
ebenfalls mit 1D-1H-, 2D-[1H,15N]-HSQC- und 2D-[1H,15N]-
HSQC-TOCSY-NMR-Experimenten untersucht. Anders als
bei der Photoreaktion von 1 wurde nur die Bildung eines
Photoprodukts, mer-[Pt(OH)3I(15N-en)] 15N-5 (Abbildung 3,
Tabelle 1, Schema 1 B), beobachtet, d.h., weder der Komplex
2 noch das Photoprodukt 5 ging innerhalb von 30 h eine
Reaktion mit dem Nucleotid ein. Die Geschwindigkeitskon-
stante für den lichtinduzierten Ligandenaustausch bei 1
(9.27� 10ÿ5 sÿ1; Halbwertszeit 1.61 h, f� 0.16, Abbildung 4)
ähnelt der für 2 (7.55� 10ÿ5 sÿ1; Halbwertszeit 2.02 h, f�
0.11), die Art der nachfolgenden Photoreaktionen wird
jedoch ausschlieûlich von den axialen Liganden bestimmt.
Die Photosubstitution wird durch die Bestrahlung in die
Ligand!Metal-Charge-Transfer(LMCT)-Bande induziert,
wobei unter Bildung eines PtIII-Zwischenprodukts ein Valenz-
elektron von Iÿ in ein antibindendes Orbital von d6-PtIV

übertragen wird. PtIV-Komplexe reagieren mit Nucleotiden
in Abwesenheit von Licht sehr langsam,[8, 9] und bei 1 und 2
wurde innerhalb von 30 h keine Reaktion mit dem Nucleotid
beobachtet.

Frühere Arbeiten über Photoreaktionen von PtIV-Komple-
xen beschäftigten sich vor allem mit der Bestrahlung mit UV-
Licht.[10] Lichtinduzierte Ligandenaustauschreaktionen von
PtIV-Komplexen wurden beschrieben, aber kein Beispiel für
eine Photohydrolysereaktion trans zu einem Am(m)inligan-
den. Ferner sind Photoreduktionen von PtIV zu PtII [10, 11] und
die Photoisomerisierung eines Isomers des antitumor-
wirksamen PtIV-Komplexes cis,trans,cis-[PtCl2(OAc)2(NH3)-
(c-C6H11NH2)] (JM216) bekannt.[12] Aufeinanderfolgende
Photosubstitutions- und Photoredoxreaktionen sind dagegen
selten, und der Einfluû von axialen Liganden auf die Art der
Photoreaktion ist noch nicht beschrieben worden. Bei PtII-
Komplexen führt UV-Bestrahlung zur Spaltung der PtII-N7G-
Bindung.[13]

Die Photoaktivierung von PtIV-Komplexen, die direkt zu
PtII-Bis-Nucleotidaddukten führt, schlieût die Reparatur von
langlebigen Mono-PtII-Nucleotidaddukten in einer Krebszelle
aus und stellt somit eine interessante Möglichkeit dar,

Resistenzmechanismen der Krebszelle zu
umgehen.[14] Der Erfolg von Photochemo-
therapeutika ist jedoch abhängig von der
Stabilität des Metallkomplexes unter phy-
siologischen Bedingungen, und Diiododi-
amin-PtIV-Komplexe erscheinen gegenüber
Reduktionsmitteln wie Glutathion zu reak-
tiv, um für die Photochemotherapie[15] in
Betracht zu kommen. Es zeigte sich aber,
daû bei geringfügigen ¾nderungen im De-
sign von PtIV-Komplexen die Photosensitivi-
tät erhalten und die chemische Reaktivität
gegenüber Thiolen stark verringert werden
kann.

Experimentelles

1 und 2 wurden wie zuvor beschrieben synthetisiert.[4]

5 und 6 wurden durch Reaktion von [PtI2(en)] in H2O
mit 1 bzw. 2 ¾quiv. AgNO3 (6 h, RT), Entfernung des entstandenen AgI
durch Zentrifugieren und Umsetzung mit 10 ¾quiv. H2O2 (24 h, RT)
erhalten. Pt-Komplexe wurden mit 1 ¾quiv. 5'-GMP (200 mm) in H2O/D2O
(90:10) bei 298 K, pH 6.2, mit und ohne Licht inkubiert. Die Bestrahlung
(457.9 nm) der Lösung im Magnetfeld des NMR-Spektrometers erfolgte
durch einen Argonlaser (Omnichrome 543-MAP), der an einen faserop-
tischen Lichtleiter (FT-600-UMT, Æ 600 mm; Elliot Scientific Ltd.) gekop-
pelt war. Die mit einem LaserMate Powermeter (Coherent Ltd.) ge-
messene Lichtintensität betrug am Ende des Lichtleiters 12.2� 10ÿ3 J sÿ1

und war linear im Bereich von 2.1 bis 12.2� 10ÿ3 J sÿ1. Die Quantenaus-
beuten für die Zersetzung von 1 und 2 wurden bei 457.9 nm bestimmt
und Eisen(iii)-oxalat als chemisches Aktinometer verwendet. 1D-1H-,
2D-[1H,15N]-HSQC- und 2D-[1H,15N]-HSQC-TOCSY-NMR-Spektren
(TOCSY: Mischzeit 50 ms) wurden mit einem Bruker-DMX-500-NMR-
Spektrometer aufgenommen (1H: 500 MHz, 15N: 50.7 MHz).[6] Dioxan
wurde als interner 1H-NMR-Standard (d� 3.764 relativ zu [D4]3-(Tri-
methylsilyl)propionat (TSP)) verwendet, und alle 15N-chemischen Ver-
schiebungen wurden auf 15NH4

� (extern; d� 0) bezogen. Die Eichung des
pH-Meters (Corning 145), das mit einer Mikrokombinationselektrode
(Aldrich) ausgestattet war, wurde mit Aldrich-Standardpuffern (pH 4, 7
und 10) durchgeführt und der pH-Wert der jeweiligen Lösung mit
verdünnten Lösungen von HClO4 und NaOH eingestellt. Die Berechnung
der Geschwindigkeitskonstanten erfolgte durch nichtlineare Regression
der Meûdaten unter Verwendung des Programms SCIENTIST (Version
2.01, MicroMath Inc.).
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Abbildung 4. Kinetik der Photoreaktion von 1 (A) und 2 (B) in Anwesenheit von 1 ¾quiv. 5'-
GMP; 200 mm, pH 6.2, 298 K. A) & 1, ~ 3, * 4, ^ 7; B) & 2, ! 5. Die kinetischen Daten wurden
durch Integration der (en)CH2-1H-NMR-Signale erhalten; die Summe der Integrale war während
der Reaktion konstant.
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Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Erkennung
zwischen LewisX-Glycoconjugaten**
Armin Geyer,* Christian Gege und
Richard R. Schmidt

Professor Hans-Jürgen Quadbeck-Seeger
zum 60. Geburtstag gewidmet

Schwache polyvalente Wechselwirkungen spielen eine
groûe Rolle in biologischen Systemen.[1] Während es zu
Protein-Protein- und Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkun-
gen inzwischen viele Beispiele gibt, existieren zur Kohlen-
hydrat-Kohlenhydrat-Erkennung kaum Untersuchungen.
Polyvalente, interzelluläre Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Kon-
takte addieren sich zu Kräften, die für die Zelladhäsion
relevant sind. Inwiefern die von Glycosphingolipiden (GSLs)
durch laterale Entmischung auf der Membran gebildeten
GSL-Mikrodomänen (Lipidcluster) eine Rolle spielen, ist
bisher nicht eindeutig geklärt.[2] Seitliche Kontakte zwischen
den GSLs stabilisieren die Mikrodomänen, Kontakte zwi-
schen GSLs verschiedener Membranen bewirken die Zellad-
häsion.[2b] Die GSL-Mikrodomänen sind indirekt nachweisbar
durch das Auszählen aggregierter Zellen[3] oder über die
Verteilung von GSL-Antikörpern auf Zellmembranen.[4]

GSL-Domänen mit Durchmessern von 20 nm wurden kürz-
lich direkt beobachtet.[5]

Die Aggregation von Zellen über homotype Kopf-Kopf-
Wechselwirkungen wurde hauptsächlich für das LewisX(LeX)-
GSL, das als Kopfgruppe das Trisaccharid d-Galb(1!4)[l-
Fuca(1!3)]d-GlcNAcb(1!OR) trägt, untersucht.[2±4] Auch
wurde gezeigt, daû nicht in der Membran verankerte LeX-
Oligosaccharide in der Lage sind, diese Zell-Zell-Kontakte
wieder zu lösen.[3] Eine direkte NMR-spektroskopische Be-
obachtung von LeX-LeX-Dimeren ist nicht möglich, da die
Dimere wegen der schwachen Adhäsionskräfte in Lösung
hauptsächlich dissoziiert vorliegen.[6] Die transiente Bindung
eines niedermolekularen Liganden an einen hochmolekula-
ren Rezeptor kann aber NMR-spektroskopisch über Transfer-
NOEs nachgewiesen werden.[7] Kohlenhydrate mit ihren
hohen Off-Raten bei der Rezeptorbindung eignen sich
besonders für diese Messungen;[8] auch für die Quantifizie-
rung der Membranaffinität von niedermolekularen Verbin-
dungen kann diese Methode eingesetzt werden.[9] Da die
NOEs eines transient an einen membranständigen Rezeptor
bindenden Oligosaccharids stark negativ sind, sollten auch die
sehr schwachen Affinitäten der Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
Erkennung nachweisbar sein. Das native LeX-GSL wurde auf
zwei Modellverbindungen reduziert, die nur noch die für die
homotype Erkennung relevanten Gruppen tragen (1 und 2).
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