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Abstract: Aiming at reducing the unselective cytotoxicity of Pt(II) chemotherapeutics, a great deal 

of effort has been concentrated into the design of metal‐containing drugs with different anticancer 

mechanisms of action. Inert Pt(IV) prodrugs have been proposed to be a valid alternative as they 

are activated by reduction directly into the cell releasing active Pt(II) species. On the other hand, a 

promising strategy for designing metallodrugs is to explore new potential biological targets rather 

than  canonical  B‐DNA.  G‐quadruplex  nucleic  acid,  obtained  by  self‐assembly  of  guanine‐rich 

nucleic acid sequences, has recently been considered an attractive target for anticancer drug design. 

Therefore,  compounds  capable of binding and  stabilizing  this  type of DNA  structure would be 

greatly beneficial  in anticancer  therapy. Here, computational analysis  reports  the mechanism of 

action  of  a  recently  synthesized  Pt(IV)–salphen  complex  conjugating  the  inertness  of  Pt(IV) 

prodrugs  with  the  ability  to  bind  G‐quadruplexes  of  the  corresponding  Pt(II)  complex.  The 

reduction mechanism of the Pt(IV) complex with a biological reducing agent was investigated in 

depth by means of DFT, whereas classical MD simulations were carried out to shed light into the 

binding mechanism of the released Pt(II) complex. The results show that the Pt(IV) prodrug may be 

reduced by both inner‐ and outer‐sphere mechanisms, and the active Pt(II) complex, as a function 

of its protonation state, stabilizes the G‐quadruplex DNA prevalently, either establishing π‐stacking 

interactions with  the  terminal G‐tetrad or  through electrostatic  interactions along with H‐bonds 

formation. 
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1. Introduction 

The mechanism of action of the most famous and frequently used Pt‐based anticancer 

agent cisplatin has been intensively investigated [1–3]. It has been clarified that cisplatin 

exerts its anticancer activity via multiple mechanisms, although its most prominent and 

best understood mode of action involves attacking genetic DNA, resulting in transcription 

dysfunction, translation and other processes ultimately causing tumor cell death. Well‐

known  limitations,  such  as  severe  side  effects,  together  with  intrinsic  or  acquired 

resistance  [4,5],  associated with  the  use  of  cisplatin  in  clinical  practice  and  its  FDA‐

approved  derivatives,  nevertheless,  have  driven  the  design  of  new  metallodrugs 

possessing  different  mechanisms  of  action  [6,7].  One  promising  strategy  for  the 

development  of  new metal‐containing  anticancer  drugs  is  to  identify  novel  potential 

biological targets, such as DNA non‐canonical structural arrangements with possible roles 

in carcinogenic events. G‐quadruplex nucleic acids, being very different structurally from 
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the canonical double helix, have recently attracted a great deal of  interest as attractive 

potential therapeutical targets. 

Guanine‐rich  (G‐rich) stretches of DNA,  first reported by Davies et al.  in 1962 [8], 

have a high propensity to self‐associate into planar guanine quartets (G‐quartets) to give 

unusual structures called G‐quadruplexes. G‐quadruplex (G‐Q) structures are formed by 

stacked flat guanine tetrads (G‐tetrads). In each G‐tetrad, four guanine bases are arranged 

in a square plane with Hoogsteen hydrogen bonding, thus creating tetrads stabilized both 

by π‐π stacking interactions, and by the presence of alkali–metal cations (such as Na+ and 

K+),  which  establish  electrostatic  interactions  with  the  guanine  carbonyl  groups. 

Quadruplexes can form from a single nucleic acid sequence in an intramolecular fashion 

or  intermolecularly  by  conveying  together  two  or more  strands.  The wide  range  of 

topologies that the resulting structures can exhibit have been widely reviewed [9,10]. 

It  has  been  reported  that  a  number  of  important  regions  in  the  human  genome, 

including  oncogene  promoters  as well  as  telomeres,  adopt G‐Q  structures,  and  these 

regions have been identified as promising targets for anticancer drugs [11,12]. In the case 

of telomeres,  it has been demonstrated that the formation of telomeric G‐quadruplexes 

inhibits telomere elongation by telomerase [13]. This inhibition causes apoptosis of cancer 

cells, and, since telomerase is overexpressed in the majority of these cells, it is a potential 

cancer‐specific  target  for  avoiding  cell  death  in  chemotherapy  treatments  of  tumors. 

Therefore, a great deal of effort has been devoted to both the identification and the design 

of small ligands able to interact with and stabilize this secondary DNA structure [14,15]. 

Although most  reported  quadruplex DNA  binders  are  based  on  purely  organic 

templates,  it  has  been  shown  that metal  complexes  can  also  strongly  and  selectively 

interact  with  quadruplex  nucleic  acids,  and  the  number  of  reported  examples  has 

increased rapidly in recent years [15,16]. 

Amid the series of metal complexes that bind strongly to quadruplex DNA, one of 

these  is based on metals such as nickel(II), copper(II), and zinc(II) coordinated to salen 

and salphen tetradentate ligands [17,18]. Additionally, platinum(II)−salphen derivatives 

as effective binders of quadruplex DNA have been  reported  [19]. Among  the  recently 

synthetized platinum complexes showing good affinity for G‐Q DNA, our attention has 

been attracted by an octahedral Pt(IV)–salphen complex that is an example of a reduction‐

activated G‐Q DNA binder [20]. 

Aimed at overcoming typical drawbacks of Pt(II) anticancer agents, six‐coordinate 

Pt(IV) complexes have been proposed as inert prodrugs able to release the corresponding 

four‐coordinate  active Pt(II)  species upon  reduction by  cellular  reducing  agents or by 

photoactivation [21–23]. As Pt(IV) complexes are relatively inert to substitution [24–26], 

reactions with biological nucleophiles are disfavored and the lifetime in biological fluids 

increases. The octahedral Pt(IV)–salphen complex (Pt(IV)‐Sal),with two chlorido ligands 

in the axial position, examined here and shown in Scheme 1, was synthesized as an inert 

complex able to release by reduction the corresponding Pt(II) analogue (Pt(II)‐Sal) N,N′‐

Bis  [4‐[[1‐(2‐ethyl)piperidine]oxy]salicylidene]‐1,2‐phenylenediamine‐Pt(II)), which  is  a 

good G‐Q binder. The affinity of the released Pt(II)‐Sal complex for G‐Q DNA was tested 

with  respect  to  the  G‐rich  DNA  structures  c‐myc  and  H‐Telo  in  both  Na+  and  K+, 

demonstrating that the examined Pt(II) complex is a good G‐Q binder. 

In  the  present  paper,  by means  of  quantum‐mechanical DFT  computations,  the 

propensity of the octahedral Pt(IV)‐Sal prodrug to be converted by bioreductants such as 

ascorbic acid (AscH2) and glutathione (GSH) into the corresponding square planar Pt(II)‐

Sal G‐Q binder was examined. Both inner‐ and outer‐sphere mechanisms were explored. 

All‐atom classical Molecular Dynamics (MD) calculations have been carried out to shed 

light on the mode of binding of the released Pt(II) complex with G‐Q DNA. 
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Scheme 1. Schematic representation of the investigated Pt(IV)‐Sal. 

2. Results 

2.1. Pt(IV)‐Sal Complex Reduction Mechanism 

The key step of the mechanism of action of Pt(IV) prodrugs is the reduction, inside 

the cell, leading to the formation of the corresponding Pt(II) species and the release of the 

axial ligands. The mechanisms by which the reduction of Pt(IV) complexes can occur are 

generally  classified  as  inner‐  and  outer‐sphere.  The main  characteristic  of  the  former 

mechanism is the direct interaction between reacting species, leading to the formation of 

new bonds, whereas the transfer of the electrons without a direct contact characterizes the 

latter mechanism. A further distinction among the viable inner‐sphere mechanisms, in the 

presence of AscH2 and GSH bioreductants, was proposed by us [27] as (A) ligand‐bridged, 

(B) ligand‐bridged H‐transfer and (C) enolate β‐carbon attack. Mechanism (A) is common 

to both AscH2 and GSH, whereas the (B) and (C) mechanisms are operative when AscH2 

is  the  reducing  agent.  It  is  worth  mentioning  that  the  active  form  of  AscH2  is  the 

monoanionic one (AscH−), the most abundant at physiological pH (pKa ca. 3.8), and L‐

Cysteine (Cys) has been used as a model of sulfur‐containing bioreductants. As illustrated 

in Scheme 2, in both the (A) and (B) mechanisms, one of the axial ligands is able to form a 

bridge between the Pt(IV) center and the reductant facilitates the flow of the electrons. In 

mechanism (B), however, the electron transfer is accompanied by a proton shift from the 

reductant to the ligand. Whether the reduction occurs following the (A) or (B) mechanism 

depends  on  the  identity  of  the  axial  ligands.  Labile  ligands,  such  as  halides,  follow 

mechanism (A), while the release of less labile ligands, such hydroxide and carboxylates, 

is  assisted  by  a  proton  transfer  as  in  mechanism  (B). Mechanism  (C)  involves  the 

nucleophilic attack of the enolate β‐carbon [28] on the axial ligand, causing the formation 

of a new bond with the carbon atom and the subsequent detachment. 

 

Scheme 2. Inner‐sphere mechanisms for the reduction of Pt(IV) complexes by AscH− and Cys. 

Concerning  the outer‐sphere mechanism,  for  the estimation of  the standard redox 

potential, a decomposition scheme [29], successfully used previously [27,30,31], has been 

proposed, which assumes that the Pt(IV) prodrug reduction can take place through a two‐

steps  electron  transfer  including  formation  of  a  metastable  six‐coordinate  Pt(III) 

intermediate. 
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Both  inner‐  and  outer‐sphere mechanisms  of  reduction were  investigated  for  the 

Pt(IV)‐Sal complex. 

2.1.1. Pt(IV)‐Sal Inner‐Sphere Reduction Mechanism 

The  free energy profiles describing  the  investigated  reduction mechanisms of  the 

Pt(IV)‐Sal complex in the presence of AscH− and Cys are reported in Figure 1, together 

with the structures of the intercepted stationary points. In order to explore the reduction 

reactions,  the Pt(IV)‐Sal complex was modelled considering  the unsubstituted salphen 

complex; that is, using R = H as shown in Scheme 2 to reduce the model size and then the 

computational cost. 

 

Figure 1. Free energy pathways describing the reduction of the Pt(IV)‐Sal complex following (a) 

Ligand‐bridged  and  (b)  β‐carbon  attack mechanisms  in  the  presence  of AscH−  and  (c)  ligand‐

bridged mechanism in the presence of Cys. Relative energies are in kcal mol−1 and calculated with 

respect to the sum of the energies of separated reactants. 
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Along the pathway describing the ligand‐bridged mechanism (A) in the presence of 

AscH− depicted in Figure 1a, one axial Cl− ligand acts as a bridge, allowing the transfer of 

two  electrons  after  the  exergonic  formation,  by  11.5  kcal mol−1,  of  the  initial  adduct 

stabilized  by  the  hydrogen  bonds  established  between  the  reacting  species.  In  the 

transition  state,  the  deprotonated  oxygen  of  the  ascorbate  interacts  with  one  of  the 

chlorido ligands, two electrons are transferred to the metal center, and, as a consequence, 

both axial ligands are released. Such rearrangement requires an energetic cost of 20.9 kcal 

mol−1 to occur, resulting in the highly endergonic release of anionic axial ligands, reduced 

platinum complex and protonated dehydroascorbate products. Such products,  indeed, 

are 6.0 kcal mol−1 higher in energy with respect to the zero‐reference energy set as the sum 

of the energies of separated reactants. 

The second explored mechanism, displayed in Figure 1b, involves the nucleophilic 

attack of the enolate β‐carbon of ascorbate on one of the chlorido ligands, leading to the 

formation of a new C‐Cl bond and the release of the chloride in the trans position. In the 

energetically favored adduct formation, the AscH‐ reductant is oriented to facilitate the 

nucleophilic attack on the axial ligand. In the transition state, a new C‐Cl bond forms, and, 

simultaneously,  the  trans  chloride  detaches.  The  energy  barrier  results  were  very 

accessible with a value of only 3.0 kcal mol−1. The overall reaction was calculated to be 

exergonic by 14.0 kcal mol−1 and led to the release of the Pt(II)‐Sal complex, one anionic 

Cl− ligand and the intermediate species in which the second chloride is bound to the β‐

carbon of the enolate in the geminal position with respect to the OH group. The reported 

enolate β‐carbon attack must be followed by a second step to generate the final product 

DHA, which was previously  investigated  in detail  [32]. The  illustrated  results  clearly 

show  that  when  the  ascorbate  is  the  reducing  agent,  the  enolate  β‐carbon  attack  is 

preferred  over  the  ligand‐bridged mechanism  from  both  kinetic  and  thermodynamic 

points of view. 

To  explore  the  reduction  of  the Pt(IV)‐Sal  complex  assisted  by  sulfur‐containing 

compounds, Cys was used as a model, and, according to previous investigations [28,31], 

the reactive form of cysteine is the zwitterionic one that becomes even more active when 

the proton migrates  from sulfur  to one of  the carboxylate oxygen atoms. The  reaction 

mechanism was the ligand‐bridging (A) type with the formation of a S‐Cl bond enabling 

the electron flow and causing the release of the ligand at the trans position (Scheme 2). 

The calculated free energy profile is shown in Figure 1c, where the transition state 

allowing the formation of the S‐Cl bridge bond and the simultaneous release of the trans 

anionic Cl  ligand  lies 7.2 kcal mol−1  above  the minimum  leading  to  it  that,  in  turn,  is 

stabilized by 3.0 kcal mol−1 with respect to reactants. The final products, whose formation 

was  exergonic  by  15.5 kcal mol−1, were  the  corresponding Pt(II)‐Sal  complex  and  the 

sulfenylchloride formed with the released chlorido bridging ligand. 

In order to check whether the inclusion of the two ethyl‐piperidine moieties had an 

influence on the energetics of the reduction process, the minima and transition state along 

the most favorable pathway, β‐carbon attack in the presence of ascorbate, was explored 

considering  the complete structure of  the complex  (see Scheme 1). The calculated  free 

energy profile is reported in Figure S1 of the Supplementary Materials (SM). The height 

of  the  energy  barrier  that  is  necessary  to  overcome  for  the  reduction  to  occur  was 

calculated to be 4.4 kcal mol−1, close to the value calculated for the simplified form of the 

complex. The first formed adduct was stabilized by 3.1 kcal mol−1 with respect to the zero‐

reference energy and the products, including the active Pt(II)‐Sal complex, were 13.1 kcal 

mol−1 below the same zero‐reference energy reactants. 

This  in  silico  analysis  confirms  that  ascorbate  and  cysteine  are  able  to  efficiently 

reduce Pt(IV)‐Sal through inner‐sphere mechanisms, the reduction reactions being highly 

exergonic with very  accessible  energy barriers, particularly when  the  ascorbate  is  the 

reductant. 

   



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 15579  6  of  15 
 

 

2.1.2. Pt(IV)‐Sal Outer‐Sphere Reduction 

The  redox  behavior  of  Pt(IV)  prodrugs  is  routinely  investigated  using 

electrochemical approaches, mainly by cyclic voltammetry. However, the standard redox 

potential  cannot  be  obtained  as  the  mid‐point  potential  from  a  typical  cyclic 

voltammogram of a chemically reversible process, as the Pt(IV) reduction is irreversible. 

Both electrochemical and chemical events, indeed, are involved, and the peak potential of 

the irreversible cathodic response is used to approximately measure the propensity to be 

reduced  of  Pt(IV)  complexes.  Baik  et  al.  carried  out  a  series  of  experiments  that 

demonstrated that electron transfer and cleavage of the bonds with the leaving ligands 

occur in a stepwise fashion, involving the formation of a metastable six‐coordinate Pt(III) 

intermediate as a consequence of the first electron addition. The two‐electron reduction 

process  was  demonstrated  to  be  dominated  by  the  more  difficult  one‐electron  first 

reduction,  whereas  the  second  one‐electron  transfer  corresponds  to  a more  positive 

reduction potential not  influencing  the value of  the  total  reduction potential  [29]. The 

proposed  decomposition  scheme  allows  the  calculation  of  the  reduction  potential, 

considering only the free energy change that accompanies the first one‐electron transfer 

leading to the formation of the six‐coordinate Pt(III) complex, as shown in Scheme 3. The 

reduction potential of Pt(IV)‐Sal was estimated using the following formula: E° = −ΔG(sol) 

− Eref, where ΔG(sol)  is  the Gibbs  free energy change  in solution accompanying  the one‐

electron transfer to the Pt(IV) complex and Eref is the absolute potential of the standard 

electrode used  as  a  reference. Additionally,  4.43 V  is  the value used here  for Eref,  the 

absolute potential of the standard hydrogen electrode (SHE)  in water. The value of the 

calculated redox potential is 0.162 eV. The experimental redox potential is similar to that 

of the cisplatin Pt(IV) derivative cis‐[PtCl4(NH3)2]. The reduction peak potential of such 

complex has been measured to be −0.204 eV [33] and was previously calculated by us to 

be 0.374 eV, adopting the Baik et al. decomposition scheme [27]. The value of 0.162 eV 

calculated  for Pt(IV)‐Sal by us using  the same approach  favorably compares with  that 

calculated for the cis‐[PtCl4(NH3)2] complex because peak potentials are significantly more 

negative  than  the normal potentials. Therefore, according to the reported  trends  in the 

propensity of Pt(IV) complexes to be reduced by an outer‐sphere mechanism as a function 

of the axial ligand identity [27,34], the Pt(IV)‐Sal complex may also be reduced following 

an outer‐sphere mechanism. 

When the Pt(IV) complex is reduced, the formed Pt(II)‐Sal can exert its anticancer 

activity by binding to G‐Q DNA. 

 

Scheme 3. First step of the proposed decomposition scheme for the first electron transfer. 

2.2. Pt(IV)‐Sal Complex Binding 

To  cause  the  inhibition  of  telomerase  and  alter  the  expression  of  oncogenes, G‐

quadruplexes, as illustrated above, have to be stabilized. Numerous organic planar small 

molecules have been  studied,  as  they  show many of  the  characteristics  increasing  the 

affinity for G‐quadruplexes, such as (i) a π‐delocalized system, which assists the stacking 

of the G‐tetrad; (ii) a positive or partial positive charge, which interacts with the O6 of the 

guanines oriented toward the center of the G‐tetrads; (iii) positively charged substituents 

able to interact with the negatively charged phosphate backbone; and (iv) a surface area 

similar to the G‐tetrads justifying a larger affinity for the G‐quadruplex than regular DNA. 

Nevertheless, even  if most of the reported G‐quadruplex binding molecules are purely 
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organic  structures, metal  complexes  offer  a  broad  range  of  electronic  and  structural 

properties that can be exploited for designing new drugs able to interact with G‐tetrads. 

2.2.1. Pt(II)‐Sal Binding Interactions 

In order to shed light on the binding mechanism of Pt(II)‐Sal towards G‐Q DNA, all‐

atom classical MD simulations were performed. The parallel G‐Q conformation from the 

promoter region of the oncogene c‐myc (PDB ID: 1XAV) [35] was selected to investigate 

the Pt(II) complex binding, since it is the quadruplex conformation reported in previous 

experimental settings [36,19]. At physiological pH, the side chains of the complex are most 

likely  positively  charged  (see  details  in Materials  and Methods  section)  due  to  the 

protonation of the piperidine’s nitrogen atoms (Scheme 4). 

 

Scheme 4. Structures of the two protonation states of Pt(II)‐Sal considered in MD simulations. 

Therefore, a 300 ns long MD simulation (MD1) of the protonated Pt(II)‐Sal, hereafter 

called Pt(II)‐SalH22+, was carried out. Moreover, an additional simulation (MD2) for the 

deprotonated  complex  (Scheme  4) was  performed  using  the  same  starting  geometry, 

aiming  to  estimate  the  effective  influence  of  the  protonation  on  the  complex  affinity 

towards this G‐Q conformation. 

The DNA‐binding of  the  investigated Pt(II)  complex  is mainly due  to  π‐stacking 

interactions  between  its  planar  aromatic moiety  and  the  terminal  G‐tetrad  of  c‐myc. 

Representative structures obtained by RMSD‐based clustering from the MD trajectories, 

showing the interaction of both Pt(II)‐SalH22+ and Pt(II)‐Sal with the G‐Q, are displayed 

in  Figure  2.  In  order  to  better  highlight  the  π‐π  interactions,  an  additional  figure  is 

provided in the SM (Figure S2). Concerning the binding of Pt(II)‐SalH22+, stacking might 

be facilitated by H‐bonds (see Table S1 in the SM) and electrostatic attraction established 

by  the  positively  charged  piperidine’s  nitrogen  atoms  and  the  negatively  charged 

phosphate backbone of the G‐Q. 
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Figure 2. Side and top views of the binding poses for Pt(II)‐SalH22+ and Pt(II)‐Sal interacting with 

the  G‐quadruplex  structure  of  c‐myc.  Complexes  are  shown  in  licorice  style;  guanines  are 

highlighted in green. 

The all‐atom RMSD increased in both MD1 and MD2 (Figure S3 black line), while the 

RMSD of the guanine atoms (red line) remained stable, suggesting that all the significant 

variations are connected to the quadruplex flexible loops and flanking bases. 

The distance between the Pt atom and the O6 carbonyl atoms of the four guanines of 

the terminal G‐tetrad along the trajectories has been plotted in Figure 3. In the case of MD1 

simulation, the binding pose appeared to be stable during the whole simulation time and 

the metal atom was almost aligned with the center of the potassium channel, as already 

observed for analogous salphen‐based metal complexes [37,38]. Moreover, in MD2, the 

neutral complex, after a few initial nanoseconds, also reached a stable binding pose that 

was maintained during the whole 300 ns simulation. 

 

Figure 3. Distance (Å) between Pt and O6 atoms of the four guanines in the 3′ quartet for (A) MD1 

and (B) MD2 simulations. 
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Binding  free  energies  (ΔGb)  of  Pt(II)‐SalH22+  and  Pt(II)‐Sal  complexes  were 

calculated  by means  of  the MM‐GBSA  approach  [39]  and  are  included  in  Table  S2. 

Interestingly, MD2 showed a lower ΔGb of 2.1 kcal mol−1 in comparison with the higher 

binding  energy value of  −11.8 kcal mol−1 obtained  for  the  charged Pt(II)‐SalH22+. This 

striking difference could be related to the absence, in the neutral form, of key electrostatic 

interactions established by the positively charged nitrogen atoms of the piperidine side 

chains  that,  interacting with  the  surrounding phosphate  groups,  increase  the  binding 

affinity of the complex. In addition, hydrogen‐bond (H‐bond) interactions could play a 

role  in  increasing  the  binding  energy  of  the  protonated  complex with  respect  to  the 

deprotonated one. In particular, persistent H‐bonds, formed between the two piperidine 

nitrogen atoms and the phosphate groups of the G‐Q, were detected in MD1, contributing 

to the total ΔGb of compound Pt(II)‐SalH22+ (Table S1 of the SM). Thus, it can be stated 

that positive charges and H‐bonds clearly favor the affinity of the Pt‐complex towards the 

binding site. 

To  further  verify  the  reliability  of  our  results,  we  performed  and  analyzed  an 

additional 300 ns long replica of the positively charged species Pt(II)‐SalH22+ (MD1_rep), 

which  displayed  improved  binding  properties.  Here,  Pt(II)‐SalH22+,  after  a  few 

nanoseconds, found a stable binding pose, similarly to MD1, showing a close ΔGb value 

of  −13.2  kcal mol−1.  This  small  variation may  result  from  the  change  of  the  complex 

orientation with respect to the G‐tetrad, which might alter the drug secondary interaction 

with DNA (see Figure S4). 

2.2.2. Pt(II)‐SalH22+ Targeting Binding Site 

To  the  best  of  our  knowledge,  unbiased  classical  MD  simulations  aiming  at 

describing the process by which the drug–target binding occurs are only few [40–43]. Most 

of  the studies often  focus on a  ligand  that already  interacts or  is near  the binding site, 

using molecular docking or manual addition of the drug on the binding pocket to generate 

the pose used as a starting point. Indeed, long simulation times are commonly required, 

implying  a  considerable  computational  cost  and  complexity,  especially  for  very  big 

targets [40]. 

Thus, to test the complex capacity of targeting the G‐tetrad binding site, we ran an 

additional MD simulation starting with the Pt(II)‐SalH22+ complex, far from the terminal 

G‐tetrad, by 25 Å with respect to its center of mass (Figure S5). The reproduction of the 

molecular recognition process, using unbiased classical all‐atom MD, required a major 

effort  in  terms  of  simulation  time  and  computational  cost.  In  particular,  the  MD 

simulation was carried out for 1.5 μs to allow the Pt‐complex to correctly recognize and 

interact with the binding site. The molecular recognition process of Pt(II)‐SalH22+, during 

the 1.5 μs‐long trajectory, is reported as a supplementary movie file (Movie S1). From this 

simulation, it is possible to extract key information about the secondary interactions that 

favor  the  recognition  process.  As  shown  in  Figure  4,  which  reports  four  snapshots 

extracted from the trajectory, the primary interaction of the drug with the target occurred 

almost  immediately  (1 ns) with an adenine  (DA12) present  in  the G‐Q  structure. This 

Pt(II)‐SalH22+‐DA12  interaction  anchors  the  complex  to  the  G‐Q  target.  When  this 

interaction  was  established,  Pt(II)‐SalH22+  continued  to  sample  other  conformations, 

allowing  its positively  charged  ethyl‐piperidine moieties  to  interact with  neighboring 

phosphate groups. As reported in Figure 4b, at 400 ns DA12 rotated, dragging behind the 

Pt(II) complex  that, as shown  in  the  frame extracted at 500 ns  (Figure 4c),  in  this new 

position interacted with both the adenine nucleobase and a guanine (DG8) of the terminal 

G‐tetrad. This  interaction  continued  for most  of  the dynamics until,  at  about  1300 ns 

(Figure 4d), the complex finally recognized the binding site and the interaction with the 

nucleobase DA12 broke down. 
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Figure 4. Representative snapshots extracted from 1.5 μs long MD run at (a) 1, (b) 400, (c) 500 and 

(d) 1300 ns, respectively. 

We additionally used the last 150 ns of the MD simulation to estimate the binding 

affinity using  the MM‐GBSA approach  to  compare  it with  the  results  reported above. 

Remarkably,  a  ΔGb  value  of  −17.1  kcal mol−1 was  obtained,  higher  than  all  the  other 

simulation results. In fact, a structural comparison with the MD1 binding pose (see Figure 

S6 in the SM) reveals that Pt(II)‐SalH22+ is oriented differently with respect to the other 

dynamics. This may be due  to  a better  stacking of  the  complex on  the  surface of  the 

terminal G‐Q quartet, since the complex has more time to properly fit into the binding site 

using this unbiased technique. 

Overall, our results strongly  indicate that, together with π‐π stacking interactions, 

recognition  and  binding  of  G‐Q  by  Pt(II)‐SalH22+  are  driven  by  H‐bonds,  strong 

electrostatic  attraction  between  the  positively  charged  piperidine  groups  and  the 

negatively charged phosphate backbone of the G‐Q, allowing the metal complex to easily 

approach the biomolecule binding site. Moreover, the  importance of properly selecting 

the most reliable protonation state for the investigated ligand is strongly pointed out, since 

it might profoundly impact the molecular recognition process [44]. 

3. Materials and Methods 

All molecular geometry optimizations were carried out with the Gaussian16 software 

package  [45],  at  the  density  functional  level  of  theory,  employing  the  B3LYP  hybrid 

exchange–correlation functional [46,47]. Grimme dispersion corrections for non‐bonding 

interactions have been included using the atom pairwise additive scheme denoted as D3 

[48]. The  relativistic  compact Stuttgart/Dresden  (SDD)  effective  core potential  and  the 

corresponding  split valence basis  set were used  to describe platinum  atoms  [49]. The 

triple‐quality basis sets 6–311+G* of Pople et al.  for  the atoms directly  involved  in  the 

process were used, while to reduce the computational effort, for peripheral atoms, the 6–

311G** basis sets were employed. In addition, the structure of the complex was simplified 

by removing some peripheral substituents that are irrelevant to the final result in terms of 

potential energy profile. Optimizations were carried out in implicit water (ε = 78.4) using 

the PCM continuum solvation model as implemented in Gaussian 16 [50,51]. 

To confirm their nature as minima or transition states, the located stationary points 

were  checked with vibrational analysis at  the  same  level of  theory. The  IRC  (intrinsic 

reaction coordinate) analysis was used to check that the transition states involved were 

properly connected to the minima [52]. The same  level of theory was used to calculate 

both  zero‐point  energy  (ZPE)  and  Gibbs  free  energy  corrections.  The  Cartesian 

coordinates of  all  the optimized  structures have been provided  in  the Supplementary 

Materials. 

Molecular dynamics simulations were performed in order to study the interaction of 

Pt(II)‐Sal with G‐Q, using a parallel c‐myc G‐Q (PDB ID 1XAV) as a model [35]. The most 

favorable protonation state of the complex was evaluated using the Epik software [53]. 

Then, Pt(II)‐Sal, in its two different protonation states (Pt(II)‐Sal and Pt(II)‐SalH22+), was 



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 15579  11  of  15 
 

 

manually placed  in proximity of  the binding  site,  except  for  the  so‐called  recognition 

dynamics, for which the drug was added in a position far from the binding site, in order 

to  evaluate  its  ability  to  target  the  binding  site.  The  platinum  metal  center  was 

parametrized (detailed information is reported in the SM) by using both Gaussian 16 and 

MCPB.py  [54]  in  the Amber  16  package  [55]. Geometry  optimization  and  frequency 

calculations were carried out using Gaussian 16 for the metal‐center‐created model using 

SDD effective core potential and split valence basis set to describe platinum atom and 6‐

311G**  basis  set  for  the  rest  of  the  atoms.  For  the  charges, Gaussian  16 was  used  to 

calculate the Merz–Kollman ESP charge of the created metal center model. MCPB.py was, 

then, used to perform RESP charge fitting. Topology and coordinate files were generated 

by means of the command‐line program tleap of Amber 16 using the standard DNA.bsc1 

[56] and gaff force fields [57], together with the newly generated parameters for the metal 

center. A TIP3P solvation model [58–60] was used to construct an octahedral box of water 

around the G‐Q/Pt(II)‐Sal complex with a 14 Å buffer distance. Sodium ions were added 

to neutralize the system. The system was relaxed prior to the molecular dynamics by 1000 

minimization  steps with  a  cutoff  distance  of  15.0 Å  and  a  constant  volume  periodic 

boundaries. The G‐Q and Pt(II)‐Sal were held fixed during this initial minimization by 

using a force constant of 500 kcal mol−1. This was followed by 2500 minimization steps for 

the whole system, including the DNA, with the same cutoff distance and constant volume 

periodic boundaries. The system was, then, heated from 0 K to 300 K over 10,000 steps for 

a total of 20 ps. The SHAKE algorithm was  implemented to constrain bonds  involving 

hydrogen. During the heating, the DNA and Pt(II)‐Sal were weakly restrained by a force 

constant of 10 kcal mol−1 while keeping constant volume periodic boundaries and the same 

cutoff distance. Equilibration, followed by production of molecular dynamics for 300 ns 

at 300 K, were run under similar conditions with a 2 fs interval with no restraints on DNA, 

except  for  the  recognition,  for which a 1500 ns dynamic was  carried out. The SHAKE 

algorithm,  to  constrain  bonds  involving  hydrogen,  and  the  cutoff  distance  of  15.0 

angstroms, were all maintained. A constant pressure periodic boundary with an average 

pressure of 1 atm and an  isotropic position scaling with a relaxation time of 2 ps were 

used. 

For evaluating  the  relative binding  free energy between  the different protonation 

states of Pt(II)‐Sal and the G‐Q, the MM‐GBSA method, as implemented by MMPBSA.py 

[61] script in the Amber 16 package, was used, evaluating the whole production trajectory 

over the last 150 ns of each dynamic. Cpptraj [62] in the Amber 16 package was used to 

generate the data about the RMSD, distances and H‐bond. The VMD program was used 

to display the dynamics trajectory [63]. 

4. Conclusions 

In the present paper, the outcomes of a detailed computational investigation of the 

anticancer mechanism of action of a new Pt(IV)–Salphen complex are shown, having two 

chlorido ligands in axial positions, able to interact, in its reduced form, with G‐quadruplex 

DNA.  Both  inner‐  and  outer‐sphere  reduction  mechanisms  have  been  quantum‐

mechanically  explored  in presence of ascorbic acid and  cysteine as a model of  sulfur‐

reducing agents. This in silico analysis confirms that ascorbate and cysteine are able to 

efficiently reduce the studied complex through inner‐sphere mechanisms, the reduction 

reactions being highly exergonic with very accessible energy barriers, particularly when 

the  ascorbate  is  the  reductant. On  the  basis  of  the  value  of  the  estimated  reduction 

potential and the propensity trend of Pt(IV) complexes to be reduced, it appears that the 

complex can be also reduced by an outer‐sphere mechanism. Classical MD simulations 

have  been  performed  to  clarify  the  G‐Q  binding  mechanism  using  the  parallel  G‐

quadruplex conformation  from  the promoter region of  the oncogene c‐myc. Due  to  the 

possible protonation of the side‐chain piperidine nitrogen atoms, the interaction with G‐

Q of both neutral and charged forms of the Pt(II) complex was examined. The results show 

that  the  DNA‐binding  of  the  neutral  Pt(II)  complex  is  mainly  due  to  π‐stacking 
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interactions between its planar aromatic moiety and the terminal G‐tetrad of c‐myc. When 

the protonated form is taken into consideration, electrostatic interactions, along with the 

possibility of forming H‐bonds, increase the ability of the complex to recognize and stably 

bind the c‐myc G‐Q target. This last result highlights the importance of properly selecting 

the most reliable protonation state for the investigated ligand, since it might significantly 

influence the molecular recognition process. 

Supplementary  Materials:  The  following  supporting  information  can  be  downloaded  at: 

https://www.mdpi.com/article/10.3390/ijms232415579/s1,  Figure  S1.  Free  energy  pathways 

describing  the  reduction  considering  the  complete  structure of  the  complex Pt(IV)‐Sal  complex 

following β‐carbon attack mechanisms in the presence of AscH−. Relative energies are in kcal mol−1 

and calculated with respect to the sum of the energies of separated reactants; Figure S2. Improved 

view of π‐π interactions of Pt(II)‐SalH22+ and Pt(II)‐Sal with the G‐Q; Figure S3. RMSD plot of MD1 

(A) and MD2 (B); Figure S4. Structural comparison between the binding poses of the complexes in 

MD1 and MD1_rep; Figure S5. Starting point of the targeting 1.5 μs MD run, MD1_targeting; Figure 

S6. Structural comparison between the binding poses of Pt(II)‐SalH22+ in MD1 and MD1_targeting; 

Table S1. H‐bond showing a persistence higher than 10% within MD1; Table S2. Contributions to 

the MM‐GBSA binding free energy for the Q‐G‐complex adducts. Van der Waals, electrostatic, polar 

and non‐polar  contributions  to  the  solvation  free energy,  total gas phase and  solvation binding 

energy,  resulting MM‐GBSA  binding  energy  and  the  estimation  of  the  entropy  term  by  quasi‐

harmonic analysis are reported; developed parameters for Pt(II)‐SalH22+; developed parameter for 

Pt(II)‐Sal; Cartesian coordinates. Movie S1: molecular recognition process of Pt(II)‐SalH22+, during 

the 1.5 μs‐long trajectory.   
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