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Einleitung 5
1 Einleitung

1.1 Entwicklung und klinische Bedeutung der Platinkomplexe

Der erste Vertreter der Platinkomplexe, das Cisplatin [cis-Diammindichloroplatin(ll)],
wurde bereits 1844 durch Peyrone in Liebigs Annalen der Chemie beschrieben®. Die
Entdeckung des zytotoxischen Effekts der Platinkomplexe erfolgte erst 1965 und
geht auf eine zufédllige Beobachtung Barnett Rosenbergs zurlick. Rosenberg
untersuchte das Verhalten von E. coli Bakterien im elektrischen Feld. Er vermutete,
dass aufgrund der Ahnlichkeit zwischen den Feldlinien zweier Pole und der
Mitosespindel, die sich bei der Teilung des Chromosomensatzes herausbildet, ein
Einfluss des elektrischen Felds auf die Zellteilung besteht. Rosenberg beobachtete
ein enormes filamentartiges Langenwachstum. Seine eigentliche wissenschaftliche
Leistung bestand darin, durch systematische Untersuchungen gezeigt zu haben,
dass fur dieses veranderte Wachstumsverhalten nicht das elektrische Feld sondern
Diammintetrachloroplatin(lV), das sich im Versuchsverlauf aus Ammoniumchlorid in
der Kulturlésung und der vermeintlich inerten Platinelektrode bildete, verantwortlich
war. Der entstandene Platin(IV)-Komplex wurde im reduktiven Milieu der Bakterien
zu Cisplatin [cis-Diammindichloroplatin(ll)] (Abb. 1-1) reduziert, welches sich in

weiteren Untersuchungen als eigentlich wirksame Substanz erwies?.

cl
HN
N
H,N~  Cl

Abb. 1-1: Chemische Struktur von Cisplatin.

Nachdem Tierversuche und die folgenden klinischen Studien eine gute Antitumor-
Aktivitat  zeigten, erhielt Cisplatin ab 1971 schnell Einzug in Vviele
Chemotherapieregime und kann als ein Meilenstein der Onkologie betrachtet
werden®. Auch heute noch wird Cisplatin in Kombination mit anderen Zytostatika in
kurativer Absicht bei Hodentumoren und beim Ovarialkarzinom eingesetzt und findet
weitere Verwendung in der Behandlung von Bronchial-, Plattenepithel-, Prostata-



6 Einleitung

Endometrium- und Zervixkarzinom®. Durch Cisplatin gelang es, die Heilungsrate bei
Hodentumoren enorm zu verbessern. Lag vor der Einfuhrung von Cisplatin die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei ca. 45 %, so konnte durch eine Kombination
von Bleomycin, Etoposid und Cisplatin (BEP-Schema) eine Steigerung auf Giber 90 %
erreicht werden*®. Die Anwendung von Cisplatin in der Therapie des
Ovarialkarzinoms in Kombination mit Paclitaxel fihrte ebenfalls zu einer signifikanten
Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate®.

Leider wird der Einsatz von Cisplatin durch zum Teil schwere unerwiinschte
Wirkungen und dem Auftreten von primérer oder erworbener Resistenz limitiert®.
Deshalb begann sehr bald die Suche nach weiteren Platinkomplexen, die durch eine
geringere Toxizitdt oder fehlende Resistenzentwicklung die Chemotherapie mit
Platinkomplexen verbessern sollten. Von vielen seitdem synthetisierten und
untersuchten Platinkomplexen gelangten nur wenige zur Zulassung.

Carboplatin [cis-Diammin(1,1-cyclobutandicarboxylato)platin(ll)] (Abb. 1-2) wurde
schon bald (1986) nach der Einfihrung von Cisplatin mit dem Ziel entwickelt, die
Toxizitdt zu minimieren sowie Stabilitat und Wasserlslichkeit zu erhdhen.
Carboplatin besitzt einen, im Vergleich zu den Chloridliganden von Cisplatin,
wesentlich stabileren Cyclobutandicarboxylat-Chelatliganden, wodurch Carboplatin

eine geringere Reaktivitat aufweist.

O
HSN\ /
Pt

7\
HsN O

@)
Abb. 1-2: Chemische Struktur von Carboplatin.

Die geringere Reaktivitdt ist auch Ursache fur eine hohere Dosierung bei
aquieffektiver Wirkung. Trotzdem zeigt Carboplatin klinisch eine im Vergleich zu
Cisplatin bessere Vertraglichkeit, eine leichtere Handhabung und ein anderes

Toxizitatsprofil. Dies hat dazu geflhrt, dass Carboplatin Cisplatin aus vielen
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Therapieregimen zur Behandlung platinsensibler Tumore verdrangte. Carboplatin (in
Kombination mit Paclitaxel) gilt als Goldstandard beim Ovarialkarzinom®”8°.
Hauptindikationen fur Carboplatin sind derzeit neben den Ovarialkarzinomen Kopf-
Hals Tumoren sowie Bronchial- und Zervixkarzinome. Weiterhin ist Carboplatin der
einzige Platinkomplex, der in der Hochdosis-Chemotherapie mit

Stammzelltransplantation einsetzbar ist*®.

Allerdings konnte Carboplatin das
Wirkspektrum der Platinkomplexe nicht erweitern und weist eine Kreuzresistenz zu
Cisplatin auf. Beide Platinkomplexe haben z.B. keine Wirkung gegen das kolorektale
Karzinom.

Dies konnte mit der Entwicklung des Oxaliplatins [[(1R,2R)-1,2-Cyclohexandiamin-
N,N'][oxalato(2-)-O,0']platin(ll)] geandert werden. Bei dieser Substanz wurden die
Amminliganden durch 1,2 Diaminocyclohexan (DACH) als Neutralliganden und die

Chloridliganden durch einen Oxalatliganden ersetzt (Abb. 1-3).

H>
N @) ©
N/
Pt\
Ny
H, O

Abb. 1-3: Chemische Struktur von Oxaliplatin.

Oxaliplatin zeigt ein etwas anderes Spektrum an Aktivitat und Resistenz bei
verbesserter Wasserloslichkeit und anderem Toxizitatsprofil. Der DACH-Ligand wird
dabei fur die haufig fehlende Kreuzresistenz zu Cisplatin und Carboplatin
verantwortlich gemacht. Oxaliplatin ist seit 1999 zur Therapie des kolorektalen
Karzinoms in Kombination mit Fluorouracil (5-FU) zugelassen™.

Auf drei weitere Platinkomplexe, die (noch) keine grof3e klinische Bedeutung haben,
soll hier nur kurz eingegangen werden.

Nedaplatin [cis-Diammin(glycolato-O,0"platin(ll)] ist in Japan zur Therapie
verschiedener gynékologischer Tumorerkrankungen zugelassen. Nedaplatin besitzt
eine geringere Reaktivitat als Cisplatin, aber eine hdhere als Carboplatin. Nedaplatin

soll ein etwas gunstigeres Toxizitatsprofil als Cisplatin besitzen. Hinsichtlich
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Therapieansprechen und Uberlebensrate scheinen keine Vorteile zu bestehen®. Fiir

einen bewertenden Vergleich mit Carboplatin liegen keine Studien vor.

O o}
HN_ O NHz
, X v/
Pl Pt
H.N™ O \

A o
NH,
CHj
Nedaplatin Lobaplatin
o)
J‘CHs
0 o

0] NH, o H3N\| /CI
N _/ Pt
b L
@]
© N, H, O
0 e

Heptaplatin Satraplatin O

Abb. 1-4: Chemische Strukturen von Nedaplatin, Lobaplatin, Heptaplatin und
Satraplatin.

Lobaplatin [cis-[trans-1,2-Cyclobutanbis(methylamin)][(S)-lactato-O,O'platin(Il)]
wurde &ahnlich wie Oxaliplatin entwickelt, um das Wirkspektrum der Platinkomplexe
zu erweitern. Lobaplatin soll vergleichbar effektiv wie Cisplatin und Carboplatin bei
fehlender Kreuzresistenz sein und ist in China zur Therapie verschiedener Tumoren
zugelassen. Der Nachweis einer Wirksamkeit bei Cisplatinresistenten Tumoren in
Form einer gréReren Phase Ill Studie fehlt allerdings bisher*.

Heptaplatin  [cis-Malonato[(4R,5R)-4,5-bis(aminomethyl)-2-isopropyl-1,3-dioxolan]-
platin(l)] ist in Korea zur Behandlung fortgeschrittener gastrointestinaler Tumoren
zugelassen. Berichtet wird von einem ginstigeren Toxizitatsprofil und etwas
geringerer Kreuzresistenz im Vergleich zu Cisplatin'?>. Zurzeit gibt es einige
préaklinische und klinische Untersuchungen, die die Eigenschaften dieser Substanz
evaluieren'®41°,

Ob diese drei Substanzen allerdings wirklich Vorteile gegentber Cisplatin,

Carboplatin oder Oxaliplatin besitzen, ist noch offen.
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Interessanter ist Satraplatin [Bis-Aceto-ammindichloro-cyclohexylaminplatin(IV)].
Satraplatin besitzt ein Zentralatom der Oxidationsstufe +4 und ist der erste
Platinkomplex, der peroral eingesetzt werden kann. Satraplatin ist als Pt(IV)-Komplex
metabolisch sehr stabil und wird erst durch intrazellulare Reduktion zu Pt(ll)

aktiviert*16:17

. Eine groRe Pivotal-Studie (SPARC - Satraplatin and Prednisone
Against Refractory Cancer) zur Zweitlinientherapie des hormonresistenten
Prostatakarzinoms lauft zurzeit, erste Zulassungsunterlagen sind in den USA
eingereicht worden. Zuséatzlich werden Studien zur Behandlung des
cisplatinresistenten Bronchialkarzinoms durchgefiihrt*®'®?. Die klinische Relevanz
wird sich zeigen, die Aussicht auf eine Zulassung scheint aufgrund des Vorteils der

peroralen Applikation gut zu sein.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass die Platinkomplexe auch heute
noch essentieller Bestandteil der modernen antineoplastischen Kombinations-
chemotherapie vieler Tumoren sind und die Entwicklung trotz vieler fehlgeschlagener
Versuche nicht beendet ist. In den folgenden Kapiteln soll Chemie, Bioaktivierung,
Wirkmechanismus und Grenzen der zurzeit in Europa zugelassenen und Kklinisch
relevanten Platinkomplexe Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin erlautert werden.

Anschlie3end werden neue Ansétze zur Optimierung der Platinkomplexe vorgestellt.

1.2 Chemie der Platinkomplexe

Cisplatin stellt eine Metallkoordinationsverbindung dar und enthalt Platin als
Zentralatom in der Oxidatonsstufe +2. Als d8-Pt(ll) — low-spin-Komplex (Besetzung
der Orbitale entgegen der Hundschen Regel) (Abb. 1-5) weist er eine quadratisch

planare Geometrie auf.
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Abb. 1-5: Elektronenanordnung Platin und Cisplatin.

In wassriger Losung ist Cisplatin aufgrund der Bildung von Kolumnarstrukturen trotz
geringer Lipophilie relativ schlecht 16slich (2,53 mg/ml bei 24 °C). Cisplatin ist in der
Lage, Reaktionen mit Nukleophilen einzugehen und kovalente Bindungen
auszubilden. Ein Ligandenaustausch kann in wassrigem Milieu auf zwei
verschiedene Weisen erfolgen. Eine Mdoglichkeit ist der direkte Angriff des
Nukleophils am Zentralatom, eine weitere eine Reaktion nach vorheriger Hydrolyse,
durch die sehr reaktive Komplexe entstehen (diese Hydrolyse ist streng genommen
ebenfalls als nukleophile Substitution mit Wasser als Nukleophil anzusehen). Der
eingeschlagene Weg, uber den der Ligand ausgetauscht wird, ist konzentrations-
und nukleophilieabhéngig. Bei der Reaktion mit starken Nukleophilen wird eine
direkte Reaktion angenommen, mit schwachen der Umweg Uber die Hydrolyse
postuliert. Die Reaktion folgt fast ausschliel3lich einem SN,-Mechanismus (Abb. 1-6).
Hierbei kann ein Nukleophil sowohl von unterhalb als auch von oberhalb der
Koordinationsebene in den Komplex eintreten und wird tiber den Ubergangszustand
einer trigonalen Pyramide in der eintretender und austretender Ligand in einer Ebene
angeordnet sind, fixiert. Danach erfolgt unter Freisetzung des austretenden Liganden
(im Folgenden auch Abgangsgruppe genannt) die Reorganisation — Uber den
Ubergangszustand einer tetragonalen Pyramide — zu einem quadratisch planaren

Komplex'™.
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Abb. 1-6: Substitutionsmechanismus an quadratisch planaren Platinkomplexen.

Um unterscheiden zu kénnen, welcher Ligand als Abgangsgruppe fungiert, bedarf es
einer genaueren Betrachtung des Komplexes. Sowohl die Chloridionen wie auch die
Ammoniakmolekile sind Uber koordinative Bindungen an das Platin gebunden. Bei
einer koordinativen Bindung kommen beide Elektronen von einem Bindungspartner,
dem zu Folge muss einer der Partner ein freies Elektronenpaar besitzen, der andere
eine Elektronenliicke. Die Elektronen werden samtlich von den Liganden zur
Verfuigung gestellt (s. Abb. 1-5). Da Platin in der Oxidationsstufe +2 vorliegt, resultiert
daraus ein ungeladener Komplex. Die Abgangsgruppe wird durch sterische
Bedingungen und den so genannten trans-Effekt festgelegt. Der trans-Effekt ist ein
reaktionskinetisch kontrollierter Prozess, der den elektronischen Effekt eines nicht
reagierenden Liganden auf die Geschwindigkeit des Austauschs des trans zu ihm
stehenden Liganden beschreibt. Abb. 1-7 zeigt eine hach abnehmendem trans-Effekt

geordnete Ligandenreihe.

SR,>I >Cl >NH;>RNH,>0OH >H,0

Abb. 1-7 Starke des trans-Effektes in absteigender Reihenfolge.
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Zur Erklarung des trans-Effektes existieren verschiedene Modelle. Das
Polarisierungsmodell nach Grinberg geht von der Annahme aus, dass das positiv
geladene Zentralatom Dipolmomente bei den umgebenden Liganden induziert,
welche sich nivellieren, wenn alle Liganden gleich sind. Ein besonders gut zu
polarisierender Ligand hat auch Einfluss auf das Zentralatom und lockert durch eine
entstehende unsymmetrische Ladungsverteilung die Bindung zum trans-standigen
Liganden. Nach der Theorie der o-Bindung von Langford treten trans-standige
Liganden in Wettbewerb um ein Metallatom-Orbital des Zentralatoms. Der Ligand,
der die starkere o-Bindung eingeht, zieht das Orbital in seine Richtung, sodass
dieses Orbital nur noch eingeschrankt zur Bindung des anderen trans-standigen
Liganden zur Verfigung steht.

Die Theorie des Ubergangszustandes von Chatt und Orgel nimmt an, dass trans-
dirigierende Liganden im pentakoordinierten Ubergangszustand fester gebunden
sind und diesen stabilisieren. Gute o-Donoren und gute rt-Akzeptoren Uben einen
starken trans-Einfluss aus™*%.

Neben dem trans-Effekt sind aber auch sterische Faktoren fir die Reaktionskinetik
von Bedeutung. Dies erklart, warum beim Cisplatin die voluminésen Chloridionen
trotz leicht hoherem trans-Effekt die Abgangsgruppen darstellen und nicht die NHs-
Neutralliganden. Ein zusatzlicher Faktor, der eine Rolle spielt, ist der eintretende
Ligand. Insbesondere S-haltige Nukleophile weisen eine hohe Affinitat zu
Platinkomplexen auf.

Carboplatin  besitzt einen fester gebundenen Cyclobutandicarboxylato-
Chelatliganden anstelle der Chloridliganden als Abgangsgruppe. Der Komplex ist
entropisch durch den Malonsaure-Chelatring am Platin stabilisiert, der bevorzugt in
Wannen-Konformation vorliegt. Dadurch ergibt sich die Lokalisation des
Cyclobutanrings uber der Platinebene. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
einer Substitution ist die Ring6ffnung durch ein Nukleophil. Die besondere raumliche
Anordnung hat zur Folge, dass der Angriff von Nukleophilen und die Ausbildung des
trigonal planaren Ubergangszustands sterisch behindert werden. Ein weiterer Effekt,
der mit dieser raumlichen Anordnung einhergeht, ist eine drastische Verbesserung
der Wasserl6slichkeit, die sich dadurch erklaren lasst, dass die Bildung von

Kolumnarstrukturen zwischen den Platinkomplexen unterbunden wird.
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Beim Oxaliplatin wurden die Abgangsgruppen wie auch die Neutralliganden
ausgetauscht. Bei dieser Substanz wurden die Amminliganden durch 1,2
Diaminocyclohexan (DACH) als Neutralliganden und die Chloridliganden durch einen
Oxalatliganden ersetzt (Abb. 1-3). Der Oxalatligand als Abgangsgruppe fihrt nur zu
einer geringflgig geringeren Reaktivitat verglichen mit Cisplatin, die auf die
entropische Stabilisierung zuriickzufthren ist. Der raumerfiillende DACH Ligand wird
sowohl fiur die bessere Wasserloslichkeit im Vergleich zu Cisplatin  (durch
Unterbindung der Kolumnarstrukturbildung) wie auch fur ein anderes Wirkprofil

verantwortlich gemacht.

1.3 Bioaktivierung und Wirkungsmechanismus

1.3.1 Bioaktivierung

Cisplatin wird ausschliel3lich intravends verabreicht und zeigt eine hohe
Proteinbindung (>65 %). Es wird vermutet, dass diese Proteinbindung zu einer
vollstandigen Inaktivierung des Cisplatins fuhrt. Postuliert wird eine direkte Reaktion
mit den stark nukleophilen Methionin- und Cysteinresten im Albumin und
nachfolgender Inaktivierung durch NHs-Freisetzung aufgrund des starken trans-
Effekts'’. Freies Cisplatin selbst ist relativ unreaktiv und reagiert nicht direkt mit
anderen, weniger nukleophilen Molekilen in biologischen Systemen. In wassriger
Lésung bilden sich jedoch durch Hydrolyse reaktive Mono- und Diagquakomplexe?®.
Diese Hydrolyse ist abhangig von der Chloridionenkonzentration der Ldsung.
Extrazellular ist die Chloridionenkonzentration relativ hoch [ca. 100 mM], sodass
Cisplatin hauptséachlich in der wenig reaktiven Dichloro-Form vorliegt. Als Beginn der
Bioaktivierung wird daher die Aufnahme in die Zelle angenommen. Intrazellular ist
die Chloridionenkonzentration deutlich geringer [4 mM]. Durch Ligandenaustausch
(Hydrolyse) entsteht ein komplexes, pH-abhangiges Gleichgewicht reaktiver
kationischer und neutraler Agqua- und Hydroxokomplexe, die dann leicht mit

verschiedenen Nukleophilen reagieren konnen (Abb. 1-8).
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Abb. 1-8: Aktivierung von Cisplatin innerhalb der Zelle.

Angemerkt sei, dass dieses Konzept nicht unumestritten ist. Jennerwein er al. konnten
zeigen, dass die Chloridkonzentration in manchen Tumorzellen deutlich erhoht ist®.
Auch reagiert Cisplatin mit Phosphat, was ebenfalls zur Bildung weniger reaktiver
Komplexe filhrt?*. Potentiell existieren intrazellular verschiedene Reaktionspartner,
wie z.B. Nukleinséduren, schwefelhaltige Aminoséuren, Peptide und Proteine. Als
Hauptursache der zytotoxischen Wirkung wird bis heute die Bildung von Platin-DNA-
Addukten gesehen, die Rolle weiterer Bindungspartner ist noch nicht vollstandig
geklart®>?527,

Fur Carboplatin werden verschiedene Hypothesen der Aktivierung diskutiert. Ein
geringer Teil von Carboplatin wird physiologisch zu Cisplatin umgesetzt. Dieser
Anteil ist aber zu gering, um fiir die zytotoxische Wirkung verantwortlich zu sein. Als
entscheidender Schritt der Bioaktivierung wird deshalb ebenfalls eine intrazelluléare
Abspaltung der Cyclobutandicarboxylat-Abgangsgruppe (CBDCA) gesehen.
Gesichert ist eine deutlich geringere DNA-Addukt- und Proteinbindung im Vergleich
zu Cisplatin. Eine Ursache liegt in der bereits in Abschnitt 1.2 beschriebenen
hoheren Stabilitédt des Platinkomplexes, welche durch den Cyclobutandicarboxylat-
Chelatliganden bedingt ist. Durch diesen Liganden wird sowohl ein direkter
nukleophiler Angriff als auch die Hydrolyse sterisch behindert. Ein weiterer Aspekt ist
im Mechanismus der Hydrolyse zu sehen. Nach Protonierung des platingebundenen
Sauerstoffs erfolgt der Angriff des Nukleophils unter Offnung des Chelatringes. Diese



Einleitung 15

Ringoffnung ist  der geschwindigkeitsbestimmende Schritt  far die

Substitutionsreaktion?®2°

. Fur Carboplatin wurde eine schnelle Ruckbildung des
Chelatringes beobachtet, sodass die zweite Hydrolysestufe unter Abspaltung des
CBDCA-Chelatliganden deutlich — in etwa 100-fach — langsamer verlauft. Diese sehr
langsame Aktivierung macht es schwierig, die zytotoxischen Effekte des Carboplatins
zu erklaren. Sadler et al. generierten eine weitere Hypothese 2. Sie konnten zeigen,
dass Carboplatin eine hohe Reaktivitat gegentiber Thioethern wie Methionin aufweist
und durch diese aktiviert wird. Postuliert wird, dass dieser intrazellular gebildete
Komplex mit ringoffenem Chelatligand und gebundenem Thioether durch die
Nukleotidbase Guanin unter Abspaltung des Thioethers angegriffen werden kann

(Abb. 1-9).

HN, - NH, HN, - NH, 0 HN NHs
7N L. SH (e} GMP
o O+ Methionin o /e OH + GMP o
S o > ]
o) 0 o NH, - Methionin g
(0] (e}

Abb. 1-9: Aktivierung von Carboplatin durch Methionin.

Die Bioaktivierung von Oxaliplatin soll mehr Ahnlichkeit mit der Bioaktivierung von
Cisplatin aufweisen. Der Oxalatligand fungiert als Abgangsgruppe. Die hydrolytische
Ringoffnung verlauft schneller als beim CBDCA-Liganden von Carboplatin. Der
zweite Reaktionsschritt, die Abspaltung des Oxalats, verlauft so schnell, dass eine
Ruckreaktion nicht eintritt. Die Reaktivitéat (und auch Proteinbindung) ist daher nur
unwesentlich geringer als die von Cisplatin. Schon im Plasma entstehen reaktive
Metaboliten, wobei angenommen wird, dass es zunéchst zu einer Abspaltung der
Oxalatgruppe und deren Ersatz durch Chloridionen nach dem Mechanismus einer
SNjy-Reaktion kommt. Der DACH-Ligand bleibt dabei unverandert an Platin
gebunden®. Der Dichlorokomplex als DACH-Analogon von Cisplatin wird dann in

das Zellinnere aufgenommen und soll analog dem Cisplatin aktiviert werden®".
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1.3.2 Bindung an DNA

Nach der Bioaktivierung wird die Platinierung der Nukleotide der DNA als
entscheidender Schritt zur zytotoxischen Wirkung der Platinkomplexe angesehen.
Eine Bindung ist generell an allen vier Basen der DNA denkbar, aber aufgrund der
hohen Nukleophilie des Imidazolrings wird eine Reaktion am N7 des Guanins oder
Adenins bevorzugt. Ebenfalls méglich ist eine Reaktion an N1 von Adenin oder N3

von Cytosin (Abb. 1-10). Reaktionen mit Thymin finden kaum statt®23%34,
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Abb. 1-10: Bevorzugte Angriffspunkte der Platinkomplexe an der DNA.

Die bifunktionale Struktur der Mono- und Diaquakomplexe ermdglicht nach einer
ersten monofunktionalen Bindung die Reaktion mit einem weiteren Nukleotid. Dieses
Nukleotid kann entweder auf dem gleichen DNA-Strang (intrastrand crosslinks) oder
dem komplementaren DNA-Strang (interstrand crosslinks) liegen. Uberwiegend
werden Vernetzungen zwischen zwei benachbarten Guaninbasen innerhalb eines
Stranges (~65 % Pt-GG) induziert. Ein geringerer Teil der DNA-Platinierung entfallt
auf Addukte zwischen Guanin und Adenin (~25 % Pt-AG). Noch weniger haufig
werden Guaninbasen, die durch ein oder mehrere Nukleotide voneinander getrennt
auf einem Strang (G-Pt-G) oder auf komplementéaren Strangen liegen (~1 %),

miteinander verknupft 3¢
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Abb. 1-11: Schematische Darstellung der verschiedenen Platin-DNA-Addukte.

Inzwischen werden die intrastrand crosslinks und eine damit verbundene
Konformationsanderung der DNA als Hauptursache der zytotoxischen Wirkung
angesehen. Die DNA entwindet sich um 76-80° und knickt dabei um 20-40° in
Richtung der groBen Furche ab (Abb. 1-12)*"*. Dies filhrt zu einer Abschwéchung
der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den komplementdren Basen, die
thermische Stabilitdt der DNA verringert sich. Es kommt infolge der Adduktbildung
zur Induktion von DNA-Strangbriichen. Auf3erdem wird durch die Veréanderung der
natlrlichen Erkennungsstruktur die Replikation und Transkription gehemmt.

Letztendlich fihren diese Veranderungen zu Zellzyklusarrest und zu Apoptose.

Abb. 1-12: Modelle von Cisplatin- und Oxaliplatin-GG-Addukten (Cisplatin: jeweils
links, Oxaliplatin: jeweils rechts) [Grin: Kohlenstoff, blau: Stickstoff, rot:
Sauerstoff, weil3: Wasserstoff, magenta: Phosphor, grau: Platin, orange:
Ammin- bzw. Amin-Stickstoffe mit den zugehdrigen Wasserstoffen, gelb-
griin: Cyclohexanring von Oxaliplatin]*®.
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Carboplatin bildet die gleichen Addukte wie Cisplatin. Die Reaktionen verlaufen
allerdings deutlich langsamer und benoétigen hdhere Konzentrationen. In einigen
Untersuchungen wurde eine andere Adduktverteilung gefunden®.

Die Bindungsstellen an der DNA sind fiir Oxaliplatin ebenfalls identisch*°. Auch die
sterischen Veranderungen an der DNA nach der Adduktbildung sind ahnlich;
Unterschiede bestehen lediglich in einer starkeren Verengung der grof3en DNA-
Furche durch den in der Sesselkonformation vorliegenden Diamino-

cyclohexanring®®4%4

. In verschiedenen Experimenten mit nackter sowie zellularer
DNA, in denen sowohl aquimolare als auch aquitoxische Mengen beider Komplexe
eingesetzt wurden, konnte gezeigt werden, dass das Ausmall der DNA-Platinierung
bei Oxaliplatin wesentlich geringer ist als bei Cisplatin. Dagegen war der Anteil an

Einzelstrangbriichen im Vergleich zu Cisplatin deutlich hoher***3,

1.3.3 Zellulare Prozesse als Folge der DNA-Platinierung

Die strukturelle Schadigung der DNA zieht verschiedene Prozesse nach sich, die fir
die zytotoxische Wirkung aber auch fur die Resistenzentwicklung eine wichtige Rolle

spielen. Folgende Aspekte sind inzwischen bekannt und sollen kurz erlautert werden:

e Hemmung der DNA-Synthese

e Reparaturmechanismen

e Bindung von HMG-Proteinen und Transkriptionsfaktoren

e Zellzyklusarrest und Apoptose
Die Untersuchung dieser Effekte erfolgte in der Regel unter Verwendung von
Cisplatin. Auf bekannte Unterschiede von Carboplatin und Oxaliplatin im Vergleich

zu Cisplatin wird am Ende dieses Abschnittes eingegangen.

Hemmung der DNA-Synthese
Die strukturelle Veranderung der DNA-Helix durch Platin-DNA-Addukte verhindert,
dass sich DNA-Polymerasen ausreichend an die DNA anlagern kénnen. Daraus

resultiert eine Hemmung der DNA-Synthese im Zellkern*.
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Reparaturmechanismen

Platin-DNA-Addukte werden hauptsachlich durch das Nukleotid-Exzisions-Reparatur-
System (NER) repariert*. Dieses Reparatursystem ist normalerweise verantwortlich
fur die Beseitigung UV-induzierter Schaden und besteht aus sechs Faktoren, die
Schaden der DNA erkennen und diese durch Herausschneiden von Oligonukleotid-
strdngen von 22 - 32 Nukleotiden Lange entfernen. AnschlieRend werden die Licken
durch Neusynthese der DNA gefillt und die Enden durch Ligasen verbunden. Das
NER-System besitzt eine geringe Substratspezifitdét und kann wahrscheinlich nicht
zwischen Platin-DNA-Addukten  strukturell —unterschiedlicher Platinkomplexe
differenzieren*®*’. Die Kapazitat des NER-Systems reicht allerdings nicht aus, um
alle Schaden zu beseitigen.

Neben der bereits angesprochenen Hemmung der DNA-Synthese werden einige
Platin-DNA-Addukte durch die DNA-Polymerasen umgangen. Diese translasionale
DNA-Synthese — auch replikativer Bypass genannt — ist kein Reparaturmechanismus
im engeren Sinn, sondern ermoglicht es den Zellen auch in Anwesenheit von DNA-
Schéden eine DNA-Replikation ohne "Licken" im neuen DNA-Strang durchzufuhren
oder eventuell aufgetretene Licken zu schlieRen, indem zufallig Nukleotide
gegenlber einem platinierten Nukleotid eingebaut werden. Zellen mit ausgepragtem
replikativen Bypass besitzen einen Uberlebensvorteil, da fehlende Basen im DNA-
Strang zu Strangbriichen fihren kénnen, welche haufig Apoptose zu Folge haben.
Allerdings ist der replikative Bypass Uber Platin-DNA-Addukte hinweg auch ein
wesentlicher Faktor fur die zytotoxische Wirkung von Cisplatin. Befindet sich ein
Platin-DNA-Addukt auf dem als Matrize verwendeten codogenen Strang, so kann es
bei der DNA-Synthese durch den replikativen Bypass zu einer Basenfehlpaarung
kommen. Diese Fehlpaarung kann direkt nach der Replikation durch Mismatch-
Reparatur-Proteine (MMR) erkannt und repariert werden. Die MMR-Proteine binden
an die Basenfehlpaarung und der neu synthetisierte DNA-Strang wird
herausgeschnitten, wahrend der Schaden auf dem codogenen DNA-Strang erhalten
bleibt. Das DNA-Addukt wird dann erneut ,Uberrepliziert®, die Licke wird wieder
geschlossen, und der Kreislauf beginnt von vorn. Die Reparaturversuche sind somit
nutzlos und generieren durch den fortlaufenden Prozess DNA-Licken und
Strangbriiche, die schlie3lich zur Apoptose fuihren. Diese Hypothese einer nutzlosen

Reparatur ist als Teufelskreismodell nach Goldmacher bekannt***’. Weiterhin ist
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inzwischen beschrieben, dass das MMR-Protein nach der Bindung an die
Basenfehlpaarungen der DNA selbst als Transkriptionsfaktor fungiert und
Apoptoseprozesse induzieren kann. Zusatzlich soll die Anlagerung des NER-

Reparatursystems behindern werden*®°,

Bindung von HMG-Proteinen und Transkriptionsfaktoren

Einige zellulare Proteine binden an Platin-DNA-Addukte mit gleicher oder hdherer
Affinitat als zu ihren nattrlichen Bindungspartnern. Fur diese Proteine wird auch der
Begriff ,Damage Recognition Proteins” verwendet. Eine Gruppe dieser Proteine sind
die HMG-Proteine (HMG = high mobility group — dieser Name entstand auf Grund
der elektrophoretischen Mobilitdt in Polyacrylamidgelen). Bei den HMG-Proteinen
handelt es sich um eine Gruppe strukturell &hnlicher, DNA-bindender Proteine, die
haufig Bestandteil der Chromosomen sind. Sie sind zum Teil strukturelle
Komponenten des Chromatins und am Aufbau der Nukleinsaureketten beteiligt™.
Zusétzlich sind viele HMG-Proteine Transkriptionsfaktoren. Es gibt zwei Modelle, die
den Beitrag der HMG-Proteine an der zytotoxischen Wirkung der Platinkomplexe
erklaren sollen. Ein Modell macht die Inhibition der Reparatur der Platin-DNA-
Addukte verantwortlich, ein weiteres die Bindung von HMG-Proteinen mit
transkriptionsregulierenden Eigenschaften. Im ersten Fall verhindert die Bindung der
HMG-Proteine, dass Reparatur-Systeme, insbesondere das NER-System, die DNA-
Schaden erkennen und reparieren kénnen. Im zweiten Fall wird davon ausgegangen,
dass ein regulatorisches HMG-Protein an das Platin-DNA-Addukt bindet und so
seiner normalen Funktion entzogen wird, wodurch eine Gen-Transkription
unterbunden wird. Man spricht in diesem Zusammenhang auch vom ,transcription

factor hijacking“*44¢4.
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Abb. 1-13: Modelle zum Beitrag der HMG-Proteine an der zytotoxischen Wirkung
der Platinkomplexe.

Neben der Gruppe der HMG-Proteine binden auch weitere Transkriptionsfaktoren an
Platin-DNA-Addukte*®°"*?,

Moglicherweise ist die platininduzierte Zytotoxizitat auch darauf zurtickzufuhren, dass
viele der Proteine, die an Platin-DNA-Addukte binden Transkriptionsfaktoren fir
RNA-Polymerasen, insbesondere fiir RNA-Polymerasel, sind.

Die RNA-Polymerasel katalysiert die Bildung der rRNA durch Transkription der
rDNA. Unter ribosomaler DNA (rDNA) versteht man DNA-Abschnitte im Zellkern oder
in den Mitochondrien die fur rRNA, den Bausteinen der Ribosomen, kodieren. Im
Zusammenspiel mit der Tatsache, dass Schaden an der rDNA wesentlich schlechter
repariert werden als andere Abschnitte der DNA, ergibt sich eine starke Hemmung
der Transkription von ribosomaler RNA®3. Dies kénnte der Grund dafiir sein, warum
Cisplatin insbesondere bei sich schnell teilenden Tumorzellen mit hoher
Proteinsyntheserate zytotoxisch wirkt, da gerade diese Zellen eine gesteigerte rRNA-

Synthese aufweisen.

Zellzyklusarrest und Apoptose

Letztlich fuhrt der durch die Platinierung verursachte DNA-Schaden zum
Zellzyklusarrest in der G,-Phase oder zum programmierten Zelltod (Apoptose). Der
genaue Induktionsweg ist noch nicht vollends entschlisselt, obwohl die Kenntnisse

Uber diese komplexen Signalkaskaden rasch zunehmen. Abb. 1-14 soll eine stark
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vereinfachte Ubersicht (ber zurzeit diskutierte grundsatzliche Wege der

Signalweiterleitung geben, die zum Zellzyklusarrest oder zur Apoptose fuhren.

ANNENENT RN
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DNA-Schéadigung erkennende Proteine
z.B. HMG-Proteine, MMR-Protein, Transkriptionsfaktoren

| | |
/Verschiedene Kinasen ————>

l p53
Bax (Bcl-2) \ 21 Transkriptions-
Casp-8 J P | faktoren
Cyte Zellzyklus <—Gadd45a
Kontrollpunkte
Casp-9 i
| __, DNA
Zellzyklus Reparatur
Casp-3 Arrest - \L +
AN Uberleben
| Apoptose |

Abb. 1-14: Vereinfachte Ubersicht (iber Wege der Signalweiterleitung nach
Bildung von Platin-DNA-Addukten®.

Diskutiert werden momentan vier parallele Apoptosewege, die auch untereinander
komplex verknupft zu sein scheinen. Ein Weg, dem eine zentrale Bedeutung
beigemessen werden kann, ist die Aktivierung von p53. Die ausgeldsten Effekte sind
abhangig vom Ausmald der Platinierung. Ein niedriger Platinierungsgrad fihrt tGber
die Aktivierung von p21 und Gadd45a zum Zellzyklusarrest. Eine Arretierung des
Zellzyklus ermdglicht der Zelle eine Reparatur der Schaden, wobei die Aktivitat des
NER-Systems durch Gadd45a gesteigert ist**>. Ab einer kritischen
Platinkonzentration wird Uber p53 der Caspase-9 — Caspase-3-Apoptoseweq
eingeleitet. Dieser Apoptoseweg ist mitochondrienabhangig und beginnt mit der
Umverteilung von cisplatininduziertem Bax aus dem Cytosol in die Mitochondrien. In
den Mitochondrien ist die Einleitung der Apoptose dann abhangig vom Bax/Bcl,
Verhaltnis (Bcl-2=antiapoptotisches Gegenstiick zu Bax)®*°’. Ein weiterer Weg, der
auch mitochondrienunabhédngig verlaufen kann, ist die Aktivierung von Fas, einem

Protein aus der TNF-Rezeptorfamilie (auch als ,death receptors* bekannt)®®. Diese
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Aktivierung fuhrt zur Apoptose Uber den Caspase-8 — Caspase-3-Apoptoseweg. Eine
Aktivierung von p73°°% und MAPK®®? schlieRlich fiihrt zu alternativen
Apoptosewegen. Es sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass diese

Apoptosewege vielfaltig miteinander in Verbindung stehen®3#82".

Unterschiede von Carboplatin und Oxaliplatin im Vergleich zu Cisplatin

Die zellulare Antwort auf eine Exposition mit Carboplatin soll prinzipiell &hnlich sein,
da sich dosisabhangig die gleichen Addukte bilden. Dies erklart auch die héufig
beschriebene Kreuzresistenz zwischen Cisplatin und Carboplatin. Allerdings wurde
festgestellt, dass das relative Verhaltnis der induzierten Addukte initial
unterschiedlich ist. Wahrend nach Cisplatin-Exposition ca. 62 — 75 % der DNA-
Lasionen als Pt-GG identifiziert wurden®°>® konnte diese Struktur in Carboplatin-
behandelten Zelllinien und in vivo initial nur mit einer Haufigkeit von 30 %
nachgewiesen werden. G-Pt-G interstrand-Addukte waren dagegen mit bis zu.
4 %igem Anteil fast doppelt so haufig wie nach Cisplatinexposition, auch wurden hier
deutlich mehr G-Pt-G intrastrand-Addukte gefunden®. Da das MMR-Reparatur-
System eine gewisse Spezifitat fur Pt-GG und Pt-AG Intrastrang-Addukte aufweist
und nur geringe Affinitat zu G-Pt-G Komplexen zeigt konnte hier ein Grund fir eine
unterschiedliche Wirksamkeit liegen®” .

Fur Oxaliplatin wird angenommen, dass die haufig fehlende Kreuzresistenz zu
Cisplatin in den Reparaturmechanismen bzw. in einer unterschiedlichen Toleranz
gegenuber den gebildeten Addukten liegt. Zwar werden die Addukte durch das NER-
System gut erkannt und repariert, fir andere Mechanismen trifft das aber nicht zu.
Der replikative Bypass uber die Oxaliplatin-DNA-Addukte hinweg ist, vermutlich
aufgrund des sperrigen DACH-Liganden, deutlich eingeschrankt*’. Dies liefert auch
eine Erklarung fur die hohere Inzidenz von Einzelstrangbriichen und der geringeren
bendtigten Adduktmenge fur eine vergleichbare Zytotoxizitat. Der DACH-Ligand wird
ebenfalls dafir verantwortlich gemacht, dass der MMR-Proteinkomplex nicht an
Oxaliplatin-Addukte bindet®. Im Gegensatz zu Cisplatin hangt die zytotoxische
Wirkung von Oxaliplatin demzufolge nicht von einem intakten MMR-System ab. In-
vitro- und praklinische Untersuchungen zeigten, dass MMR-defekte Zellen
gegeniiber Oxaliplatin empfindlich sind”.



24 Einleitung

1.4 Grenzen der klinischen Anwendung

Limitiert werden die Einsatzmoglichkeiten der Platinkomplexe durch ihre
substanzspezifische, meist dosislimitierende Toxizitat sowie durch primare oder

erworbene Resistenzen.

1.4.1 Toxizitat

Eine Ursache fur die systemische Toxizitat wird in der fehlenden Selektivitat der
Platinkomplexe fir das Tumorgewebe gesehen. Die Platinkomplexe gelangen auch
in gesundes Gewebe und reagieren dort mit nukleophilen Strukturen, da hier
prinzipiell die gleichen Angriffspunkte vorhanden sind. Eine gewisse Spezifitat fur
Tumorzellen kommt nur dadurch zustande, dass diese ein unkontrolliertes Wachstum
zeigen und deshalb haufig empfindlich auf alkylierende Zytostatika reagieren. Die
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der Platinkomplexe werden dabei fur
ein differenziertes Toxizitatsprofil verantwortlich gemacht.

Als dosislimitierende Toxizitat von Cisplatin sind vor allem die Nephrotoxizitat und
Neurotoxizitdt hervorzuheben, aber auch Ototoxizitdt und das hohe emetogene
Potential kdnnen limitierende Faktoren sein. Die dosisabhéngige, nierenschadigende
Wirkung von Cisplatin tritt meist in der zweiten Woche nach Therapiebeginn auf und
kann zu irreversiblen Schéadigungen der Nierenfunktion durch Tubulusnekrosen
fuhren. Durch eine Hydratationstherapie vor und nach der Chemotherapie wird das
Risiko einer Nierenschadigung vermindert, ein Restrisiko bleibt jedoch bestehen. Die
zum Tell irreversible Ototoxizitat kommt durch eine Schadigung von Zellen in der
Innenohrschnecke zustande. Symptome sind Tinnitus oder Gehorverlust, die
besonders fur junge Patienten belastend sind. Cisplatin ist hoch emetogen, daher ist
eine adaquate Supportivtherapie nach evidenzbasierten Leitlinien unbedingt
erforderlich. Als Malstab gilt zurzeit die Leitlinie der MASCC (Multinational
Association for Supportive Care in Cancer) aus dem Jahr 2005. Die
cisplatininduzierte Neurotoxizitat tritt nach Applikation von kumulativer Dosen
von 300 - 400 mg/m? auf; die Symptome, wie z.B. Dys- und Parasthesien (Fehl- und
Missempfinden) und Verlust von Reflexen, bessern sich haufig erst nach Jahren und
sind in der Regel nicht komplett reversibel>’*’%"3 Bei Cisplatin ist diese
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unerwinschte Wirkung aufgrund der guten Kontrolle renaler Toxizitat und einer
verbesserten Supportivtherapie zur dosislimitierenden Toxizitdt geworden. Als
Ursache wird die beobachtete Anreicherung in verschiedenen Nervengeweben
diskutiert, die mit der Lipophilie und Reaktivitat von Cisplatin in Zusammenhang
stehen kénnte’™ ",

Dosislimitierende  Nebenwirkung von Carboplatin ist insbesondere die
Myelosuppression mit vordergriundiger Thrombozytopenie. Da sowohl fur Wirkung als
auch Toxizitat ein klarer Zusammenhang zur Exposition festgestellt wurde, kann
diese Nebenwirkung durch die Dosierung nach einer Ziel-AUC gut kontrolliert
werden’® ",

Der Einsatz von Oxaliplatin wird durch eine periphere sensorische Neuropathie
begrenzt. Hier werden eine Akutform und eine Spéatform unterschieden. Von der
akuten, reversiblen Neurotoxizitat sind 85-95 % der behandelten Patienten betroffen.
Symptome sind Dys- und Parasthesien, die durch Kalteeinwirkung verschlimmert
werden. Diese Form der Toxizitat entsteht vermutlich durch freigesetzte Oxalationen,
welche zweiwertige Metallionen komplexieren. Dadurch kann es zu einer
Verringerung der Calciumionen-Konzentration in den Nervenzellen kommen, was mit
einer Ubererregbarkeit spannungsabhangiger Natriumkanale einhergeht. Zur
Reduktion dieser Nebenwirkung wird deshalb die Gabe von Calcium- und
Magnesiumionen unmittelbar vor und nach Oxaliplatin-Infusion eingesetzt’>®%%?, Die
chronische, kumulative Form der Neurotoxizitat limitiert die Therapie mit Oxaliplatin.
Sie ist vor allem durch fein- und grobmotorische Beeintrachtigungen gekennzeichnet,
in der Regel aber vollstandig reversibel. Auch hier werden, &hnlich wie bei Cisplatin,
erhbhte Konzentrationen in verschiedenen Nervengeweben gefunden und ein
Einfluss der Lipophilie und chemischer Eigenschaften der Substanz

angenommen’®’’.

1.4.2 Resistenz

Eine weitere Einschrankung der Therapie mit Platinkomplexen stellt primare oder
sekundare Chemoresistenz dar. Unter einem priméar (oder auch intrinsisch)
resistenten malignen Tumor wird ein Tumor verstanden, der a priori nicht auf eine

zytostatische Therapie anspricht. Nur ca. 50 % der malignen Tumore sind Uberhaupt
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einer Chemotherapie zuganglich®®*. Viele der Tumoren, die zunachst auf die
Therapie ansprechen, also sensitiv sind, entwickeln unter der Therapie eine
sekundare Resistenz. Im Sinne einer naturlichen Auslese, die unter Druck des
Zytostatikums steht, setzen sich solche Zellen in ihrem Wachstum durch, die in der
Lage waren, die Wirkung des Zytostatikums abzuschwachen oder ihr zu entgehen.
Problematisch an der sekundaren Resistenz ist die haufig multifaktorielle
Beschaffenheit. In der Regel ist nicht nur ein Faktor verandert und verantwortlich,
sondern die sekundare Resistenz als Folge eines komplexen Zusammenspiels
verschiedener veranderter Faktoren anzusehen. Dies erklart auch, warum haufig
eine Kreuzresistenz zu anderen, noch nicht verwendeten Zytostatika besteht.

Eine Ubersicht tber bis heute gefundene Mechanismen, die an einer Resistenz
gegenuber Cisplatin beteiligt sein kbnnen, gibt Abb. 1-15.

Extrazellulares Cisplatin

Aufnahme- | l' <«— Verstarkter
(Influx-) Defekt Efflux-Transport
Intrazellulares Cisplatin

Gesteigerte  ———— |
Detoxifizierung
| Platin-DNA-Adduke |

Erkennen des Schadens

Defekt im
MMR-System
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Verstarkter
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Gesteigerte Toleranz
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Apoptose | Deregulierter
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Abb. 1-15: Ubersicht iiber wesentliche Cisplatin-Resistenzmechanismen*®.

Vereinfacht kann eine Einteilung in Mechanismen vorgenommen werden, die vor
oder nach der Bildung der Platin-DNA-Addukte greifen (Tab. 1-1).
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Tab. 1-1: Einteilung der Resistenzmechanismen.

Zeitpunkt Mechanismus

Vor Platin-DNA-Adduktbildung  Veranderung der zellularen Kumulation
Gesteigerte Detoxifizierung

Nach Platin-DNA-Adduktbildung Gesteigerte oder veranderte Reparatur der DNA
Veranderung der Apoptosekaskaden

Die zugrunde liegenden Mechanismen sollen kurz erlautert werden.

Ein besonderer Schwerpunkt wird auf Verdnderungen in der zellularen Kumulation
gelegt, da dieser Aspekt fiir die eigene Arbeit die grof3te Relevanz besitzt. Zisowsky
konnte zeigen, dass ein Defekt in der Aufnahme von Cisplatin ein wesentlicher
Resistenzmechanismus der in dieser Arbeit verwendeten Cisplatin resistenten
Zelllinie A2780cis ist®.

Veranderungen in der zellularen Kumulation

Eine der haufigsten Veranderungen, die in verschiedenen resistenten Tumorzellen
beobachtet wurde, ist eine signifikante Reduktion der intrazellularen Platinmenge
nach Exposition mit Platinkomplexen. Prinzipiell kann dafur eine verminderte
Aufnahme (Influx), eine verstarkte Ausschleusung (Efflux) oder eine Kombination
beider Effekte verantwortlich sein.

Bis vor kurzem wurde noch die Meinung vertreten, dass Platinkomplexe
hauptsachlich durch passive Diffusion in die Tumorzelle gelangen. In den letzten
Jahren wurden vermehrt weitere Mechanismen wie Carrier, Kandle oder
verschiedene endozytotische Wege diskutiert®® . Die vorliegende Arbeit soll auch
einen Beitrag zur Klarung der Aufnahme der Platinkomplexe leisten.

Nach vielen Untersuchungen kristallisiert sich nun immer mehr heraus, dass
Kupfertransporter auch Platinkomplexe transportieren und somit einen
entscheidenden Einfluss auf die intrazellulare Platinkonzentration haben 9% Neue
Ergebnisse lassen vermuten, dass weitere Transporter, wie z.B. der organische
Kationentransporter OCT1 (vor allem fir Verbindungen mit DACH-Liganden)
involviert sind®® "8, Eine Up- bzw. Downregulation der beteiligten Transportproteine

kann somit wesentlich an der Platinresistenz beteiligt sein.
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Abb. 1-16 A gibt einen Uberblick Uber die Kupferhomoostase und beteiligte
Transporter, die Abb. 1-16 B fasst die Hypothesen Uber Platinaufnahme und -

ausschleusung zusammen.
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Abb. 1-16: Kupferhomdostase (A) und Mechanismen der Platinaufnahme und
Ausschleusung (B).

Kupfer ist wegen seines Potenzials reaktive Sauerstoffspezies zu erzeugen toxisch
fur die Zelle. Deswegen wird die Konzentration an freien Kupferionen durch ein
System an Transportproteinen méglichst niedrig gehalten (<108 M)»?899-100101.102
Kupfer wird hauptsachlich dber den Kupfertransporter CTR1 in die Zelle
aufgenommen. Einige Untersuchungen deuten darauf hin, dass dieser Transport
durch einen lonenkanal erfolgt, der sich durch Trimerisierung von drei CTR1
Einheiten bildet'®1°*1% Danach wird Kupfer iber drei verschiedene Chaperone zu
den Mitochondrien, zum Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) oder zum Trans-Golgi-
Apparat transportiert'®%’. Dort befinden sich die ATP-abhangigen Kupfertransporter

ATP7A und ATP7B, die Kupferionen unter Energieverbrauch in den Golgi-Apparat
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transportieren, wo sie an spezifische Proteine gebunden und tber Vesikel aus der
Zelle entfernt werden%199119,

Eine erhdhte oder erniedrigte Expression des Aufnahmetransporters CTR1 zeigte in
vielen Untersuchungen deutlichen Einfluss auf die Platin-aufnahme®***’,
Bemerkenswert ist, dass hier keine Spezifitdt fir unterschiedliche Platinkomplexe
gefunden wurde.

Der Mechanismus, wie der CTR1 Platinkomplexe transportiert, wird kontrovers
diskutiert. CTR1 st ein Protein, das aus 190 Aminosauren mit drei
transmembranéren Helices besteht. Es besitzt extrazellular eine methioninreiche
Doméane (Met-Motiv), die essentiell fir den Kupfer-Transport ist, an die aber auch
Platinkomplexe binden konnen. Holzer et al. gehen davon aus, dass der CTR1-
Transporter endozytotisch in die Zelle aufgenommen wird und das an den
Transporter gebundene Platin auf diesem Weg in die Zelle gelangt®**¥ Nach
einer weiteren Theorie kommt es durch die Bindung der Platinkomplexe am Met-
Motiv zu einem Crosslinking von drei Untereinheiten, wobei in Analogie zum
physiologischen Kupfertransport das Homotrimer, welches einen lonenkanal bilden

soll, stabilisiert wird"?° (Abb. 1-17).
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Abb. 1-17: Modell des CTR1 (A) und hypothetischer lonenkanal (B) zum Transport
von Kupfer und Platinkomplexen (Homotrimer).
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Nach einer dritten Hypothese schliel3lich werden nur die gebildeten Aqua- oder
Hydroxokomplexe transportiert*?.

Der endgiltige Beweis fur die Richtigkeit einer dieser Hypothesen ist noch nicht
erbracht.

Weiterhin konnte eine erhdhte Expression von ATP7A und ATP7B konnte in vitro und
in vivo mit einer gesteigerten Resistenz gegenuber Platinkomplexen in Verbindung

gebracht werden®?*%

. Die Funktion, die diese beiden Kupfertransporter fir den
Platintransport besitzen, scheint sich deutlich zu unterscheiden. Eine Uberexpression
von ATP7B aul3erte sich in einem erhdhten Efflux und einer verminderten Fahigkeit,
verschiedene Platinkomplexe zu kumulieren®®®*?’. ATP7B scheint fiir einen
Transport in Vesikel mit anschlielender Ausschleusung aus der Zelle verantwortlich
Zu sein.

Eine Uberexpression von ATP7A flihrte hingegen zu einer erhohten (1) Konzentration
der Platinkomplexe in der Zelle. Trotzdem steigt der Resistenzgrad dieser Zellen'?,
Safaei et al. konnten eine gesteigerte Verteilung der Platinkomplexe in vesikulare
Kompartimente nachweisen. Als Erklarungsansatz wird von dieser Arbeitsgruppe
angenommen, dass die Platinkomplexe eine Umverteilung der ATP7A enthaltenden
Vesikel auf die Zelloberflache verhindern und die damit verbundene Ausschleusung
unterbinden'?®. Die erhdhte intrazellulare Konzentration filhrt somit nicht zu einer

gesteigerten Bindung an die DNA.

Gesteigerte Detoxifizierung

Ein weiterer Resistenzmechanismus, der haufig flr cisplatinresistente Zellen
beschrieben wird und auch bei den Ovarialkarzinomzellen A2780cis gefunden wurde,
ist eine gesteigerte Detoxifizierung durch Glutathion oder Metallothioneine®. Diese
Detoxifizierung beruht darauf, dass die Platinkomplexe intrazellular nicht nur mit der
DNA, sondern auch mit anderen nukleophilen Strukturen reagieren. Aufgrund der
hohen Nukleophilie sind Proteine oder Aminosauren mit SH-Gruppe bevorzugte
Reaktionspartner und fangen Platinkomplexe ab, bevor diese an die DNA binden
konnen.

Glutathion ist ein Tripeptid (aufgebaut aus Cystein, Glutamin und Glycin), das eine
wichtige Funktion bei Entgiftungsprozessen in der Zelle einnimmt. Glutathion kann

viele Schwermetalle chelatieren und reaktive Sauerstoffspezies abfangen. Mit
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Platinkomplexen reagiert Glutathion aufgrund der Sulfhydrylfunktion direkt oder
enzymatisch katalysiert durch das Enzym Gluatahion-S-Transferase (GST). Der
gebildete Platin-GS-Komplex kann durch den Transporter MRP2 aus der Zelle
ausgeschleust werden (Abb. 1-16). Zusatzlich ist eine Reaktion mit Platin-DNA-
Monoaddukten méglich, wodurch die Bildung von crosslinks verhindert wird. Weitere

130,131’ oder

Mechanismen wie eine direkte Beteiligung an gesteigerter DNA-Reparatur
die Beseitigung des von Platinkomplexen induzierten oxidativen Stresses'*? werden
diskutiert. Neben einer erhthten Konzentration von Glutathion wurde auch eine
gesteigerte Expression von GST, y-Glutamylcystein-Synthetase (y-GCS) und y -
Glutamyltransferase (y-GT) in vitro und zum Teil in vivo gefunden®®133138 +.GCS ist
ein Schlusselenzym der Glutathionsynthese, y-GT katalysiert den Abbau von
Glutathion zu Cysteinglycin, welches eine 10-fach héhere Affinitat zu Cisplatin
aufweist als Glutathion™?®,

Metallothioneine sind eine Gruppe niedermolekularer, cysteinreicher intrazellularer
Proteine, die als Schwermetalle komplexierende Proteine gelten. Durch die Cystein-
Reste ist, vergleichbar mit Glutathion, theoretisch eine Bindung mehrerer Molekile
Cisplatin mdoglich. Die Relevanz fir eine auftretende Resistenz ist allerdings
umstritten, da viele der untersuchten resistenten Tumore keine Anderung der

Metallothionein-Konzentration aufwiesen3%140:141,

Gesteigerte oder veranderte Reparatur der DNA

Die Bildung von Platin-DNA-Addukten ist ein entscheidender Faktor fur nachfolgende
Apoptoseprozesse. Deshalb ist leicht verstandlich, dass eine Steigerung der
Reparaturrate zu einer erhdhten Resistenz fiihrt. Wie bereits beschrieben, werden
Platin-DNA-Addukte hauptsachlich durch das Nukleotid-Exzisions-Reparatur-System
(NER) repariert, welches vermutlich nicht zwischen den verschiedenen Platin-DNA-
Addukten zu differenzieren vermag, sodass eine verstarkte Reparatur als ein
genereller Resistenzmechanismus gegenuber Platinkomplexen angesehen werden
kann. Die Kapazitat dieser Art der Resistenz scheint allerdings begrenzt zu sein und
nur einen niedrigen Resistenzgrad zu erlauben?®®48142.143,

Auch eine veranderte Reparatur kann einen Resistenzmechanismus darstellen. Die
Rolle des MMR-Systems wurde ebenfalls bereits beschrieben. Ein defektes MMR-

System tragt auf mehrere Arten zur Resistenz bei. Zum einen wird keine nutzlose
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Reparatur eingeleitet (,Teufelskreis®), zum anderen verhindert, dass falsche, durch
den replikativen Bypass erganzte Basenpaare entfernt werden. Dies fuhrt zu einem
hohen Mutationsstatus — man spricht auch von mutagener Toleranz — wodurch
Verédnderungen, die zu Folgeresistenz fihren, beginstigt sind. Als ein weiterer

Aspekt fehlt die Anlagerung der MMR-Proteine als ein einleitendes Apoptosesignal.

Veranderungen der Apoptosekaskaden

Wie aus Abb. 1-15 ersichtlich, kénnen viele Faktoren der Apoptosekaskaden
verandert sein. Am haufigsten werden Verdnderungen der Expression von p53
beschrieben. Das kann dadurch begrindet sein, dass das p53-Protein einen
Hauptkontrollpunkt im Zellzyklus darstellt, auf den viele andere Proteine und
Transkriptionsfaktoren Einfluss nehmen. Haufig ist eine Veranderung der p53-
Expression also Folge der Mutation von Genen, die fur andere Apoptosewege (z.B.
MAPK, Ras) codieren®"*8. Je nach Ausmaf der DNA-Schadigung wird entweder ein

Zellzyklusarrest und Reparatur oder Apoptose eingeleitet (vgl. Abb. 1-14).

Aus diesem kurzen Uberblick soll deutlich werden, wie vielfaltig die Veranderungen
sein koénnen, die schlief3lich zu resistenten Tumoren fihren. Es sind in der Regel
mehrere  Mechanismen, die in einem komplexen Zusammenspiel eine
Resistenzentwicklung bewirken. Welche Mechanismen im Vordergrund stehen, kann
von Zelllinie zu Zelllinie, von Tumor zu Tumor unterschiedlich sein. Allerdings gibt es
auch Hinweise, dass bestimmte Resistenzmechanismen je nach Tumorentitat
bevorzugt ausgebildet werden. So zeigen Tumorzelllinien aus Ovarialkarzinomen

haufig Veranderungen in der Aufnahme und Detoxifizierung der Platinkomplexe.

1.5 Ansatze zur Optimierung der Platinkomplexe

Wie in Kapitel 1.4 dargestellt, ist der Einsatz der Platinkomplexe durch ihre Toxizitat
und primare oder sekundare Resistenz limitiert. Die Kklinischen Erfolge der
Platinkomplexe fuhrten zu vielen Versuchen, diese Beschrankungen aufzuheben.
Prinzipiell wurden zwei Ansétze verfolgt. Durch strukturelle Modifikationen sollte die
Toxizitat gesenkt und Resistenz tUberwunden werden. Als Erfolg ist die Entwicklung
von Carboplatin (Senkung der Toxizitat) und Oxaliplatin (Resistenztberwindung)

anzusehen. Satraplatin als peroral applizierbarer Platinkomplex mit zusatzlicher
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Wirkung in cisplatinresistenten  Tumoren koénnte folgen. Multinukleare
Platinverbindungen mit 2-4 Platinzentren befinden sich zurzeit in der Klinischen
Priifung**!*°. Ein Beispiel ist BBR3464. Dieser Platinkomplex soll durch bevorzugte
Ausbildung von langkettigen interstrand Quervernetzungen Resistenz Uberwinden,
da diese Vernetzungen nicht durch das NER-Reparatursystem und HMG-Proteine
erkannt werden. Zusatzlich zeigte sich eine zytotoxische Wirkung in humanen
Tumorxenograftmodellen mit mutiertem p53-Protein®*®.

Als ein zweiter Ansatz wird versucht, Platinkomplexe so zu modifizieren, dass eine
tumorspezifische Anreicherung oder Aktivierung erfolgt. Dies hat den Vorteil, dass
gesundes Gewebe geschont wird und somit weniger Toxizitat zu erwarten ist.
Zusatzlich kann eine Erhéhung der Konzentration am Wirkort auch zur Uberwindung
vorhandener Resistenz fuihren. In der Regel ist eine Resistenz nicht absolut, sondern
resultiert in einer erhohten Konzentration, die flr einen therapeutischen Effekt
bendtigt wird und die wegen der dosislimitierenden Toxizitat nicht erreicht werden
kann. Eine Strategie fur ein solches ,Tumor-Targeting“ liegt in der Verwendung
organ- oder tumorspezifischer Liganden oder makromolekularer Substanzen als
Carrier fur die Platinkomplexe. Organ- oder tumorspezifischer Liganden, die
untersucht werden, sind Gallensauren zum Lebertargeting (Bamet UD2),
Ostrogene  und  Antiestrogene  fur  hormonabhdngige  Tumoren  und

Aminophosphonsauren fiir Knochentumoren'****’.  Ein

liposomal verkapselter
Platinkomplex befindet sich zurzeit in Phase Il der klinischen Priifung™*®, mit einem
HPMA-Polymer ist eine Dosisfindungsstudie durchgefiihrt worden*. Zurzeit gibt es
allerdings noch keine Substanz, die es bis zur Zulassung geschafft hatte, oder sich in
der klinischen Prifung der Phase IlI befindet.

In dieser Arbeit wurden Substanzen untersucht, die das Prinzip eines
makromolekularen Carriers ausnutzen. Der Hintergrund fir den Einsatz von
Makromolekulen liegt in einer veranderten Physiologie des Tumorgewebes und wird
im nachsten Abschnitt naher erlautert. Ein weiterer Schwerpunkt lag in der
Untersuchung strukturell abgewandelter Oxaliplatin-Analoga zur Charakterisierung
der Zusammenhange zwischen physikochemischen Eigenschaften und der
Aufnahme in Tumorzellen sowie dem Einfluss struktureller Variationen auf
Resistenzgrad und Zytotoxizitat. Durch diese Untersuchungen sollen Erkenntnisse

gewonnen werden, die in Zukunft strukturelle Optimierungen niedermolekularer und



34 Einleitung

makromolekularer  Platinkomplexe zur Uberwindung von Resistenz und

dosislimitierender Toxizitat erlauben sollen.

1.5.1 Tumortargeting

Ausnutzung des EPR-Effektes

Die Anreicherung makromolekularer Substanzen im Tumorgewebe wurde schon
1955 von Busch et al. anhand radioaktiv markierter Plasmaproteine beschrieben™®.
Mit der Arbeit des Polymerchemikers Ringsdorf, der Mitte der siebziger Jahre das
Konzept makromolekularer Wirkstofftragersysteme vorstellte, begann eine intensive
Forschung auf diesem Gebiet'>!. Maeda et al. gelang es, den Mechanismus fiir die
Kumulation makromolekularer Substanzen mit einem Molekulargewicht > 30-40 kDa
aufzuklaren und als passiven Effekt zu charakterisieren, der auf anatomischen
Unterschieden zwischen Tumorgewebe und gesundem Gewebe beruht™®***°. Abb.
1-18 zeigt schematisch die Unterschiede zwischen gesundem Gewebe und

Tumorgewebe.

Lymphatische

Kapilla%

Makromolektle

Gesundes Gewebe

Lymphatische
Kapillare

N

Abb. 1-18: Schematische Darstellung eines Blutgefal3es hinsichtlich der Unterschiede
zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe.

Gesundes Gewebe
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BlutgefalRe in gesundem Gewebe besitzen in der Regel eine geschlossene
Endothelschicht, wodurch das Eindringen makromolekularer Verbindungen
verhindert wird. Solide Tumoren bendtigen fur ihr intensives Wachstum eine
verstarkte Ausbildung von Kapillaren zur Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen.
Die intensive Kapillarisierung wird durch Ausschittung verschiedener vaskularer
Mediatoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor), Stickstoffmonoxid und

Bradykinin erreicht*>3°718,

Ohne dieses als Tumorangiogenese bezeichnete
Phanomen kénnte ein Tumor lediglich auf eine Grél3e von etwa eine Million Zellen —
das entspricht einem Durchmesser von etwa 2 mm - anwachsen und
Metastasenbildung ware nicht moglich®*°. Das forcierte, unphysiologische Wachstum
der Kapillaren geht mit Veranderungen in der GefalRanatomie einher. Die neu
gebildeten Blutgefal3e weisen Licken in der Endothelschicht auf und zeigen somit
eine erhohte Permeabilitdt gegentber makromolekularen Substanzen (Cut-off > 60
kDa), sodass selbst Proteine wie Serumalbumin (~ 67 kDa) das GefaRendothel
uberwinden und ins umliegende Gewebe eindringen kdnnen. Dabei wird beobachtet,
dass kleinere Molekiile zlgig zurlck diffundieren, wéahrend Molekile mit steigender
GroRRe verstarkt im Gewebe zuriickgehalten werden und dort kumulieren. Dies hat
seine Ursache in einem vermindert funktionsfahigen Lymphsystem, das nicht
(ausreichend) in der Lage ist, derartige Substanzen wieder aus dem Gewebe zu
entfernen'®. Somit kommt es aufgrund des mangelnden Abtransports zu einer
Kumulation von Makromolekilen. Dieser Mechanismus der Kumulation von
Makromolekilen wird als EPR-Effekt (engl. enhanced permeability and retention)

bezeichnet®?1%3,

Unterstitzt wird dieser Effekt durch die pharmakokinetischen
Eigenschaften makromolekularer  Verbindungen. Molekile ab einem
Molekulargewicht von ca. 40 kDa werden von der Niere nur noch eingeschrankt
glomerular filtriert und besitzen deshalb eine lange Halbwertszeit, wodurch die
Wahrscheinlichkeit der Anreicherung im Tumorgewebe erhoht ist*®*%2,

Erst vor wenigen Jahren wurde gezeigt, dass die selektive Kumulation von
radioaktivem Gallium im Tumorgewebe bei der seit Jahren angewandten Ga®’-
Szintigraphie auf dem EPR-Effekt beruht'®®. Hier bindet Gallium an Transferrin
(90 kDa) und wird zusammen mit diesem ins Gewebe aufgenommen. Tumorgewebe
unterscheidet sich von entzindetem Gewebe, das ebenfalls einen EPR-Effekt

aufweist, da bei diesem das Lymphsystem intakt ist und fir einen raschen
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Abtransport des Komplexes sorgt'®®. Die Anreicherung makromolekularer

Verbindungen in soliden Tumoren wurde inzwischen in zahlreichen Untersuchungen
belegt und kann als Charakteristikum der meisten soliden Tumoren angesehen

werden®®®.

Albuminbindende Platinkomplexe

Es bietet sich an, den EPR-Effekt der soliden Tumoren fir eine gezielte
Anreicherung zytotoxischer Substanzen auszunutzen. Notwendig ist eine Erhéhung
des Molekulargewichts der Verbindungen auf > 30 kDa. Dies kann durch eine
Kopplung an polymere Tragersysteme erreicht werden, wobei prinzipiell
unterschiedliche synthetische und biologische Polymere geeignet sind. Synthetische
Polymere sollten nicht toxisch, immunologisch inaktiv und biologisch abbaubar sein.
Diese Voraussetzungen sind haufig schwer realisierbar. Biopolymere hingegen
besitzen diese Eigenschaften von Natur aus. Problematisch flr Wirkstoffkonjugate
mit Biopolymeren sind die strengen Kriterien der Zulassung als Arzneistoff. Die
Anforderungen an Synthese (insbesondere die Gewéhrleistung einer gleichméRigen
Wirkstoffbeladung und Aufreinigung des Produktes), Analytik und Lagerung sind
schwer zu erflllen. Eine zusatzliche Problematik kann in der Kontamination mit
Krankheitserregern und in einer immunologischen Reaktion als Antwort auf
korperfremde Proteine gesehen werden. Als Losungsmoglichkeit bietet sich die In-
vivo-Kopplung an korpereigene Proteine an.

Ein solches Prinzip wurde durch Kratz et al. flr verschiedene Zytostatika entwickelt
und auf Platinkomplexe angewendet'®®. Dabei werden die Platinkomplexe derart
derivatisiert, dass sie nach intravenoser Verabreichung schnell und selektiv an die
Cystein®**-Position von endogen zirkulierendem Albumin kovalent binden und
makromolekulare Prodrugs bilden. Diese makromolekularen Prodrugs sollen sich
dann durch den EPR-Effekt im Tumorgewebe anreichern. Im Tumorgewebe wird als
Aktivierungshypothese die hydrolytische Freisetzung einer niedermolekularen,
reaktiven Platinspezies im Interstitium angenommen, aber auch die Internalisierung
als makromolekularer Komplex und eine anschlielBende intrazellulare enzymatische

oder hydrolytische Aktivierung ist moglich (Abb. 1-19).
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Abb. 1-19: Das makromolekulare Prodrug-Konzept*®*.

Die Anwendbarkeit des Prodrug-Konzepts basiert auf zwei Prinzipien:

o der Fahigkeit von N-Alkylmaleinimiden als doppelt aktivierte Michael-Systeme
sehr schnell und spezifisch mit Thiol-Gruppen unter Ausbildung von stabilen
Thioether-Bindungen zu reagieren (Abb. 1-20)

e den besonderen Eigenschaften von Serumalbumin, das im Blut in hoher

Konzentration vorliegt und genau eine freie Thiol-Gruppe aufweist (Cystein®*)

N-Alkylmaleinimide  eignen  sich  besonders gut als proteinbindende
Kopplungsgruppe, da die Reaktionsgeschwindigkeit von Maleinimiden mit Thiolen bei
physiologischem pH ein Maximum annimmt. Eine mdgliche Konkurrenzreaktion mit
Aminen ist unter diesen Bedingungen um den Faktor 1000 langsamer und daher

vernachlassigbar'®.
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Abb. 1-20: Reaktion von N-Alkylmaleinimiden mit humanem Serumalbumin.

Humanes Serumalbumin, ein globulares Protein mit einem Molekulargewicht von ca.
67 kDa, stellt den gro3ten Anteil aller freier Thiolgruppen im Serum und besitzt
neben 17 Disulfidgruppen genau eine freie Cysteingruppe in Position 34. Diese
Cysteingruppe ist zu 30 % oxidiert und an Glutathion oder Cystein gebunden'®.
Aufgrund des niedrigen pKa-Werts von < 7% stellt das Cystein im Albumin die
reaktivste Thiol-Gruppe im menschlichen Blut (Zum Vergleich pKa freies Cystein ~
8,5, Glutathion ~ 8,9).

1.5.2 Strukturoptimierung

Veranderung der Lipophilie

Bisher wurde davon ausgegangen, dass ein grof3er Teil der Platinkomplexe durch
passive Diffusion in die Tumorzelle gelangt. Die Aufnahme der Platinkomplexe wére
somit hauptsachlich davon abhangig, wie gut die Substanzen die Zellmembran
uberwinden konnen. Die Permeabilitat der Membran einer Zelle ist durch den
Permeabilitatskoeffizienten p in cm-s™ charakterisiert und ist umgekehrt proportional
zu ihrer Schichtdicke Ax sowie direkt abh&ngig vom Diffusionskoeffizienten D:

p=— Gl. 1-1

Bei der Diffusion durch eine Membran liegt ein Zweiphasensystem vor. Beim
Durchtritt einer Substanz durch die Membran kommt es zum Ubergang zwischen
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einer wassrigen und einer lipophilen Phase. Daher ist die Permeabilitdit auch vom
Membran-Wasser-Verteilungskoeffizienten K abhangig:

~_K-D
AX

p Gl. 1-2

Der Verteilungskoeffizient (K) definiert sich durch den Nernst'schen Verteilungssatz
K= cl/c2. Er ist ein Mal} fir die Lipophilie eines Stoffes und beschreibt das Verhéltnis
der Stoffkonzentration zwischen Membran (c1) und wassriger Phase (c2)!®. Als
einfach messbarer Parameter wird in der Regel der Octanol / Wasser-Koeffizient (P)
bestimmt. Der Diffusionskoeffizient D ist abh&éngig von Molekilgrof3e und Ladung
einer Substanz.

Wie aus Gl. 1-2 gefolgert werden kann, ist bei strukturell &hnlichen Substanzen
(vergleichbarer Diffusionskoeffizient), welche hauptséchlich Gber passive Diffusion in
die Zelle gelangen, die Lipophilie ein entscheidender Parameter fir deren Aufnahme.
Daraus ergibt sich, dass der Einsatz lipophilerer Platinkomplexe eine Steigerung der
zellularen Aufnahme durch eine erhéhte passive Diffusion mit sich bringen kénnte.
Der Einsatz lipophilerer Substanzen wird ebenfalls zur Uberwindung der
Platinresistenz, insbesondere wenn die Aufnahme der Platinkomplexe in resistenten

Zellen eingeschrankt ist, vielfach diskutiert***"%,

Oxaliplatin-Analoga

Substanzen mit einem ahnlichen P-Wert (Lipophilie) und vergleichbarer Grof3e und
Ladung, die zu einem Hauptteil durch passive Diffusion in eine Zelle gelangen,
sollten nach GI. 1-2 auch ein vergleichbares Aufnahmeverhalten aufweisen. Wie sich
zeigte (vgl. Kapitel 6), ist dies fur Carboplatin und Cisplatin (log P -2,30 und -2,53)
nicht der Fall. Die beiden ungeladenen Substanzen unterscheiden sich so drastisch
im Aufnahmeverhalten, dass eine unterschiedliche Molekiilgro3e als Erklarung nicht
ausreichend erscheint. Allerdings besitzen Cisplatin und Carboplatin verschiedene
Neutralliganden. Der Einfluss dieser Neutralliganden ist schwierig zu beurteilen. Zur
Untersuchung des Beitrags der passiven Diffusion und der Lipophilie der
Platinkomplexe an der Aufnahme in Tumorzellen wurden deshalb strukturell &hnliche

Oxaliplatin-Analoga mit unterschiedlicher Lipophilie untersucht.
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2 Zielsetzung

2.1 Albuminbindende Platinkomplexe

Das Konzept albuminbindender Zytostatika wurde fir verschiedene Substanzen
(Doxorubicin, Camptothecin) untersucht und in Tiermodellen*®"417® pelegt. Haufig
werden allerdings Tierversuche als ,proof of principle® durchgefihrt, bevor die
zugrunde liegenden Mechanismen genauer untersucht wurden. Ein Ziel dieser Arbeit
war es, Methoden zu etablieren, die eine Uberprifung der Reaktionshypothesen
makromolekularer Prodrugs erlauben. Diese Methoden sollten auf die
albuminbindenden Platinkomplexe angewandt werden. Durch die gewonnenen
Erkenntnisse kdonnen dann Strukturoptimierungen durchgefihrt und eine Auswahl
vielversprechender Kandidaten getroffen werden. Dies konnte helfen, unndétige
Tierversuche zu vermeiden, Kosten zu senken und die Erfolgsaussichten neuer
Substanzen zu erhdhen. Um diese Ziele zu erreichen, wurden im Rahmen dieser

Arbeit folgende Schwerpunkte gesetzt:

o Optimierung und Validierung einer CE-Trennmethode zur Charakterisierung
der Nukleotidbindung  verschiedener Platinkomplexe (Reaktivitat,
Adduktmuster)

o Entwicklung einer CE-Trennmethode zur Bestimmung der Albuminbindung der
albuminbindenden Platinkomplexe

o Etablierung eines Testsystems zur In-vitro-Uberpriifung verschiedener
postulierter Aktivierungsmechanismen makromolekularer Prodrugs

. Optimierung  eines  biologischen  Assays zur Untersuchung der
Aufnahmekinetik der makromolekularen Platinkomplexe

. Untersuchung der Aufnahmewege makromolekularer Platinkomplexe in
Tumorzellen

. Untersuchung der Zytotoxizitat in Zellkulturen

J Charakterisierung der albuminbindenden Platinkomplexe mit den entwickelten
Methoden und Vergleich mit einem synthetischen Polymer und klassischen

Platinkomplexen
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2.2 Oxaliplatin-Analoga

Bisher ist nicht eindeutig geklart, ob es moglich ist, durch Einsatz lipophilerer
Platinkomplexe die Aufnahme in Tumorzellen zu steigern. Eine Steigerung der
Lipophilie wird auch als Ansatz diskutiert Resistenz, die mit einer erniedrigten
Platinaufnahme einhergeht, zu umgehen®®*"2,

Zur Klarung des Beitrags der passiven Diffusion und der Lipophilie der
Platinkomplexe an der Aufnahme in Tumorzellen und zur Untersuchung des
Einflusses der Lipophilie auf Zytotoxizitdit und Resistenzgrad wurden deshalb
Oxaliplatin-Analoga mit unterschiedlicher Lipophilie untersucht. Da in neueren
Veroffentlichungen zur Aufnahme von Platinkomplexen eine Bindung an
Transportproteine diskutiert wird (s. Kap.1.4.2), sollte die Reaktivitdt der
Platinkomplexe gegenuber nukleophilen Strukturen als moéglicher Einflussfaktor auf
die Aufnahme in Tumorzellen in die Untersuchungen einbezogen werden.

Als Zelllinie wurde die A2780 Ovarialkarzinomzelllinie ausgewéhlt, die von Zisowsky
et al. und Kassack et al. bereits gut charakterisiert wurde und deren

cisplatinresistente Variante eine Kreuzresistenz zu Oxaliplatin aufweist?*%°°,

Folgendes Vorgehen sollte zur Beantwortung der obigen Fragestellung beitragen:

o Bestimmung der Reaktivitat der Oxaliplatin-Analoga gegenuber Nukleotiden
mittels der entwickelten CE-Trennmethode als in vitro Modell fiir eine Bindung
an nukleophile Strukturen

o Untersuchung der Aufnahme der Oxaliplatin-Analoga in sensitive und
resistente Tumorzellen

. Ermittlung der Zytotoxizitat der Oxaliplatin-Analoga in sensitive und resistente
Tumorzellen

. Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Lipophilie der Oxaliplatin-
Analoga und der Aufnahme in Tumorzellen

. Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Lipophilie der Oxaliplatin-
Analoga und der Zytotoxizitat in Tumorzellen

. Untersuchung des Einflusses der Lipophilie der Oxaliplatin-Analoga auf den

Resistenzgrad der resistenten Tumorzellen
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

AE-Puffer (Elutions-Puffer)

AL-Puffer (Lyse-Puffer)
Ammoniumacetat

Argon 4.6

AW 1-Puffer (Wasch-Puffer)-Konzentrat
AW 2-Puffer (Wasch-Puffer)-Konzentrat
Bafilomycin A;

BCA Testkit Losung A
(Bichinolin-4-carbonséure)

BCA Testkit Losung B

(4 % CuSOy, - 5 H,0)

BCA Testkit Standard
(Rinderserumalbumin 2 mg/ml)
Borsaure

Butyrylcholinesterase (Equine-Serum)
Casy®ton, Isotone Salzlésung
2-Desoxyadenosin-5"-monophosphat
(dAMP)
2-Desoxyguanosin-5"-monophosphat
(dGMP)

Thymidin-5"-monophosphat

(TMP)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat - 2 H,O
Dithionitrobenzoesaure

Ethanol 96-100 % (V/V)

Material und Methoden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Air Product, Hattingen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Pierce, Bonn

Pierce, Bonn

Pierce, Bonn

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm
Scharfe System, Reutlingen
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Promochem GmbH, Wesel
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
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Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA,

Dinatriumsalz)
Fetales Kalberserum (FKS)

FITC-Rinderserumalbumin

(Fluorescein isothiocyanate conjugate)

Helium

Humanes Serumalbumin
Isopropanol 100 %
Kalbsthymus-DNA
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Glutamin

Methanol

3-Methylcyclodextrin

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
NaOH-L6sung [0,1 M und 1 M]
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
n-Octanol
Penicillin-Streptomycin-Lésung
[10000 I.E./ml, 10 mg/ml]
Phosphorsaure 85 % (V/V)
Protease, lyophilisiert
Ribonuclease A [69 units/mg]
Purelab® Plus-Wasser

RPMI 1640-Medium®
Salpetersaure 65 % (V/V)
Salzsaure 37 % (M/V)
S-Butyrylthiocholiniodid
Tris-HCI (2-Amino-2-hydroxymethyl-
1,3-propandiolhydrochlorid)
Triton-X

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Praxair, Oevel

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Fluka Chemie GmbH, Neu-Ulm
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Riedel de Haén AG, Seelze
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Fluka Chemie GmbH, Neu-Ulm
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
USF, Ransbach-Baumbach
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie GmbH, Neu-Ulm
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
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Trypsin-EDTA-L6sung Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Platinkomplexe
Albuminbindende Platinkomplexe  Arbeitsgruppe Dr. Kratz, Freiburg
(PLO4, PLO7)

Cisplatin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Carboplatin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Oxaliplatin Sanofi-Synthelabo, Gentilly, Frankreich
Oxaliplatin-Analoga Arbeitsgruppe Professor Keppler, Wien

(KP1475, 1476, 1478, 1480, 1481)
Polyethylenglykol-Platinkomplex Arbeitsgruppe Dr. Kratz, Freiburg
3.1.2 Albuminbindende Platinkomplexe und PEG-Platinkomplex

Die Verbindungen PL0O4 und PLO7 (Abb. 3-1) und ein makromolekularer PEG-
Platinkomplex (Abb. 3-2) wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Kratz synthetisiert und
fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt. Beide Strukturen konnten von Warnecke et al.
durch 1H- und 13C-NMR-Spektroskopie bestatigt werden.*"®

Spacer Maleinimid

W\/\ ) PLO7

b PLO4

Abb. 3-1: Albuminbindende Platinkomplexe PLO7 (Diammin(1,1-[3-(6-maleinimido-4-
oxacaproyl)cyclobutandicarboxylato)platin(ll)) und PL0O4 ((1R,2R/1S,2S)-
1,2-Cyclohexandiamin-N,N"(1,1-[3-(6-maleinimido-4-oxacaproyl)cyclo-
butandicarboxylato)platin(ll)).
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Beide Substanzen gehen von Carboplatin als Leitstruktur aus und besitzen den
Cyclobutandicarboxylat-Chelatliganden (CBDCA) als Abgangsgruppe, die Uber einen
Ethoxypropionyl-Spacer mit der Maleinimid-Teilstruktur verbunden ist. Der wenig
reaktive CBDCA-Ligand wurde gewahlt, um eine langsame Freisetzung eines
reaktiven niedermolekularen Platinkomplexes durch Hydrolyse (postuliert wird der
Aqua- oder Hydroxokomplex) aus dem Makromolekil zu ermdglichen.
Albuminbindende oder makromolekulare Platinkomplexe mit dieser Abgangsgruppe
wurden vorher noch nicht synthetisiert. Der Ethoxypropionyl-Spacer dient als
Abstandhalter zum Zielmolekial Albumin und garantiert eine ausreichende
Wasserloslichkeit zur intravendsen Applikation (s. Tab. 3-1). Verbindungen mit
aliphatischen Spacern erwiesen sich als schwer I6slich. Die Maleinimid-Teilstruktur
ist Bindungskomponente fir das Serumalbumin. PLO4 besitzt anstelle der Ammin-
Liganden den DACH-Liganden als stabilen Neutralliganden.

Abb. 3-2 gibt die Struktur des PEG-Platinkomplexes wieder, der fir vergleichende
Untersuchungen verwendet wurde. Aufgrund der relativ einfachen und bereits
publizierten Synthese wurde ein Malonat-Ligand (2-(3-propionamidopropyl)malonat)

als Abgangsgruppe gewahlt.

Ha o O%\/ W o) nz
N o NH
\P( n O\ /
\ o Pt .
" / 0 N / \N\\‘
o Hy

Abb. 3-2: PEG-Platinkomplex.

Tab. 3-1: Chemische und physikochemische Daten zu PLO4 und PLO7.

PLO4 PLO7
Wasserldslichkeit [mg/ml] > 50 2,7
Reinheit (HPLC) [%] > 95 > 08

M; [g/mol] 662,55 582,42
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3.1.3 Oxaliplatin-Analoga

Die Oxaliplatin-Analoga wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Keppler synthetisiert
und fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt. Die Strukturen der Oxaliplatin-Analoga
konnten von Habala et al. durch 'H- und '*C-NMR-Spektroskopie bestatigt
werden!”’. Eine Ubersicht tber die Substanzen und ihre physikochemischen
Eigenschaften gibt Tab. 3-2.

Tab. 3-2: Struktur und physikochemische Eigenschaften der untersuchten
Oxaliplatin-Analoga (nach Lipophilie geordnet) L = Loslichkeit
O/W = Octanol / Wasser.

Komplex- M, OW Log L
Name
Nomenklatur Struktur [g/mol]  (P) P [mM]
(1R, 2R)-1,2- H
__ Cyclohexandiamin- N,
Oxaliplatin N,N7[oxalato(2-)- Pt\o 397,3 0,02 -1,76 >10
0,0’platin(I) 2 0o
[(1R, 2R, 4R/ 1S, 2S, e o
4S)-4-Methyl-1,2- N, ©
KP1478 -
(nur Cyclohexandiamin- /(I’\fpr\o 4113 005 1.28 °
equatorial) N,N'|[oxalato(2-)- H: 0
O,O'platin(ll)
[(1R, 2R, 4R/ 1S, 2S, "
4S)-4- Dimethyl-1,2- N, 0
KP1481 Cyclohexandiamin- P 4254 -0,68 0,21 0,8
N,N][oxalato(2-)- H ° o
O,0'Iplatin(l1) :
[(1R, 2R, 4R/
1S, 2S, 4S)-4- H
KP1476 2
(iiber- Phenyl-1,2- N\Pt °
V;i)?igle{\d Cyclohexandiamin N o S 4734 0,52 -0,28 21
N,N'][oxalato(2-)- re
O,0']platin(ll)

KP1475 [(IR, 2R, 4R/ 1S, 2S,

(Uber- 4S)-4-tert Butyl-1,2- N, ,o~g?©
WIeglend Cyclohexandiamin )PL | 4534 213 0,33 1,3
axial ) N,N'|[oxalato(2-)- N, ©

O,O'Jplatin(Il)

[(IR, 2R, 4R/ 1S, 2S, H:

4S)-4-tert Butyl-1,2- N,
equatorial) N,N'][oxalato(2-)- >

0,0"platin(ll)
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3.1.4 Hergestellte Losungen und Puffer

Ammoniumacetatpuffer [16,2 mM, pH 9,8]
Ammoniumacetat [16,2 mM] 124,7 mg
Purelab® Plus-Wasser ad 100,0 ml

(mit 1 M NaOH auf pH 9,8 eingestellt)

AW 1-Puffer (Wasch-Puffer)

AW 1-Konzentrat* 95 ml
Ethanol 96% (V/V) ad 220 ml

* Die genaue Zusammensetzung wird von der Fa. Qiagen nicht mitgeteilt.

AW 2-Puffer (Wasch-Puffer)

AW 2-Konzentrat* 66 ml
Ethanol 96% (V/V) ad 226 ml

* Die genaue Zusammensetzung wird von der Fa. Qiagen nicht mitgeteilt.

Boratpuffer [0,1 M, pH 8,0-10,0]
Borsaure 618,3 mg
Purelab® Plus-Wasser ad 100,0 ml
(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)

Boratpuffer [0,1 - 0,5 M, pH 9,2]
Borsaure 618,3mg /0,1 M
Purelab® Plus-Wasser ad 100,0 ml
(mit 1 M NaOH auf pH 9,2 eingestellt)

Butyrylthiocholin-Stammlésung (SL) [10 mM]

Butyrylthiocholiniodid 6,34 mg
Ellmann-Puffer 2,0ml

Butyrylcholinesterase-Stammldsung (SL1) [100 U/ml]
Butyrylcholinesterase (9,3 U/mg, Herstellerangabe) 10,7 mg
Ellmann-Puffer 1000 pl
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Butyrylcholinesterase-Stammldsung (SL2) [50 U/ml]
Butyrylcholinesterase (3,5 U/mg, in Phosphatpuffer ermittelt)

Ellmann-Puffer

Butyrylcholinesterase-Arbeitslésung (AL) [3,33 U/ml]

Butyrylcholinesterase-Stammlésung

Ellmann-Puffer

Cisplatin-Stammldsung (SL) [1 mg/ml Platin]

Cisplatin

Purelab® Plus-Wasser

Cisplatin-Arbeitslosung 1 (AL-1) [10 pg/ml Platin]

Cisplatin-Stammlésung

Purelab® Plus-Wasser

Cisplatin-Arbeitslosung 2 (AL-2) [1 pug/ml Platin]

Cisplatin-Arbeitslosung 1 (AL-1)

®
Purelab™ Plus-Wasser

dAMP-Stammldsung (SL) [3 mM]
dAMP

Purelab® Plus-Wasser

dGMP-Stammldsung (SL) [3 mM]
dGMP

Purelab® Plus-Wasser

TMP-Stammldsung (SL) [3 mM]
TMP

Purelab® Plus-Wasser

DNA-Stammlésung (SL) [1000 pg/ml]
Kalbsthymus-DNA

Purelab® Plus-Wasser

Material und Methoden

14,3 mg
1000 pl

10 pl
290 ul

15,4 mg
ad 10,0 ml

100 ul
ad 10,0 ml

1000 pl
ad 10,0 ml

13,14 mg
ad 10,0 ml

13,22 mg
ad 10,0 ml

13,22 mg
ad 10,0 ml

1,0 mg
ad 1000 pl
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DTNB-Stammldsung (SL) [7 mM]
DTNB

Ellmann-Puffer

Ellmann-Puffer
NaH,PO, - H,O
NaCl
Purelab® Plus-Wasser

(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)

Humanalbumin-Stammlésung (SL) [20 %]
Humanes Serumalbumin

Purelab® Plus-Wasser

Isopropanol / HCI

Isopropanol 100 %
Salzsaure 37 % (M/V)

MTT-LOsung
MTT
PBS-Puffer

PBS-Puffer (phosphate buffered saline)
Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat - 2 H,O
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumchlorid

®
Purelab™ Plus-Wasser

Phosphatpuffer [0,1 M, pH 5,0-8,0]
NaH,PO,
Purelab® Plus-Wasser

(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)

6,94 mg
2,5mi

16,6 mg
58,5 mg
ad 10,0 ml

200,0 mg
ad 1000 ul

50 ml
165 pl

500,0 mg
ad 100,0 mi

80g
149
0,29
0,29
ad 1000,0 ml

1200 mg
ad 100,0 ml
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Phosphatpuffer [0,02 M, pH 7,4]
NaH,PO, 240 mg
Purelab® Plus-Wasser ad 100,0 ml
(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)

SDS-Stammlésung [0,1 M]
SDS 2884 mg
0,1 M Boratpuffer, pH 9,0 ad 100,0 ml

Triton-PBS-Puffer [0,1 % V/V]

Triton-X 1,0 ml
PBS-Puffer ad 1000,0 ml

Zellkulturmedium

RPMI 1640-Medium® 500 ml
Fetales Kéalberserum 50 ml
L-Glutamin (s. Kap. 3.1.1) 7,5 ml
Penicillin-Streptomycin-Lésung (s. Kap. 3.1.1) 5ml

Puffer fur Mikrodialysekammerversuche
Bei den Pufferbezeichnungen steht die erste Zahl jeweils fiur die Phosphat-, die
zweite Zahl fur die Chloridkonzentration in mM. Der erforderliche pH-Wert wurde

jeweils durch potentiometrische Titration mit 0,1 M NaOH eingestellt.

Puffer 12/300 (pH = 7,4/6,0/5,0)

NaH,PO, - H,O 82,8 mg
NacCl 876,6 mg
Purelab® Plus-Wasser ad 50,0 ml

(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)

Puffer 60/300 (pH = 7,4/6,0/5,0)

NaH,PO, - H,O 414,0 mg
NacCl 876,6 mg
Purelab® Plus-Wasser ad 50,0 ml

(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)
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Puffer 44,1/300 (pH = 6,0)
NaH,PO, - H20
NacCl

Purelab® Plus-Wasser

(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)

Puffer 23,7/300 (pH = 5,0)
NaH,PO, - H,O
NaCl
Purelab® Plus-Wasser

(mit 1 M NaOH auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt)

Losungen zur Inkubation

Albuminbindender Platinkomplex PL04 [2 mM]

PLO4
Purelab Plus®-Wasser

Albuminbindender Platinkomplex PLO7 [2 mM]
PLO7

Purelab Plus®-Wasser

Bafilomycin A; [100 uM]
Bafilomycin A;
DMSO

3-Methylcyclodextrin-PBS [5 mM]

3-Methylcyclodextrin
PBS-Puffer

3-Methylcyclodextrin-PBS [2,5 mM]

3-Methylcyclodextrin
PBS-Puffer

Cisplatin [2 mM]
Cisplatin
Purelab Plus®-Wasser

304,3 mg
876,6 mg

ad 50,0 ml

163,5 mg
876,6 mg

ad 50,0 ml

13,25 mg
ad 10,0 ml

11,65 mg
ad 10,0 ml

2 g
32 ul

6,5 mg
ad 1000 pl

3,25 mg
ad 1000 pl

6,0 mg
ad 10,0 ml
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Carboplatin [2 mM]

Carboplatin
Purelab Plus®-Wasser

FITC-Rinderserumalbumin SL [10 mg/ml]
Rinderalbumin-FITC
Tris-HCI [10 mM, pH 7,4]

Oxaliplatin [2 mM]

Oxaliplatin
Purelab Plus®-Wasser

Oxaliplatin [800 pM]
Oxaliplatin
Purelab Plus®-Wasser

Oxaliplatin-Analogon KP1475 [800 puM]

Oxaliplatin-Analogon KP1475
Purelab Plus®-Wasser

Oxaliplatin-Analogon KP1476 [800 uM]

Oxaliplatin-Analogon KP1476
Purelab Plus®-Wasser

Oxaliplatin-Analogon KP1478 [800 uM]

Oxaliplatin-Analogon KP1478
Purelab Plus®-Wasser

Oxaliplatin-Analogon KP1480 [800 uM]

Oxaliplatin-Analogon KP1480
Purelab Plus®-Wasser

Oxaliplatin-Analogon KP1481 [800 uM]

Oxaliplatin-Analogon KP1481
Purelab Plus®-Wasser

Material und Methoden

7,43 mg
ad 10,0 ml

10 mg
ad 1000 pl

7,95 mg
ad 10,0 ml

3,18 mg
ad 10,0 ml

3,63 mg
ad 10,0 ml

3,79 mg
ad 10,0 ml

3,29 mg
ad 10,0 ml

3,63 mg
ad 10,0 ml

3,40 mg
ad 10,0 ml
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Polyethylenglykol-Platinkomplex [800 uM]
PEG-Platinkomplex 8,8 mg
Purelab Plus®-Wasser ad 1,0 ml

Verbrauchsmaterialien
Cellstar®-Gewebekulturflaschen 175 cm?  Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Cellstar®-Gewebekulturflaschen 25 cm? Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Cellstar®-Gewebekulturflaschen 75 cm? Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Cellstar®-Réhrchen (15 ml) Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Cellstar®-Réhrchen (50 ml) Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Einmalspritzen (10 ml) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Graphitrohre, pyrolytisch beschichtet Varian, Darmstadt
Gleichgewichtsmikrodialysekammern Harvard Apparatus, Holliston, USA
(DispoEquilibrium Dialyzer®)

Kapillaren Beckman Coulter, Fullerton, USA
(fused silica, 75 um ID, 365 pm OD)

Kryovials Sarstedt, Numbrecht

Membran-Filter (0,22 um, Celluloseacetat) Macherey-Nagel, Diren

Pasteurpipetten Brand GmbH & Co., Wertheim
Pipettenspitzen Brand GmbH & Co., Wertheim
Platin-Hohlkathodenlampe Varian, Darmstadt

(UltrAA®-Lampe)

PP-Reaktionsgefalle (0,5, 1,5, 2 ml) Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Probengefal3deckel Sarstedt, Numbrecht

Probengefal3e (2 ml, konisch) Varian, Darmstadt

QlAamp® DNA Mini-Kit Qiagen, Hilden

Tissue Culture Plate, 96 Wells Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Tissue Culture Plate, 6 Wells Greiner Labortechnik, Frickenhausen
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3.1.5 Gerate

Analysenwaage Kern 770
Begasungsbrutschrank Thermo
Biohomogenisator Polytron®

Casy®1 Zellzahler

Einkanal-Pipetten (10-1000 pl)
Fluoreszenz-Multiwellreader
Fluoroscan Ascent®
Hochleistungszentrifuge Allegra® 21 R
Inversmikroskop Axiovert® 25
Laminar-Air-Flow-Werkbank
Magnetriihrer RMH71

pH-Meter inoLab® pH level 2
Prazisionskiivetten Quarzglas Suprasil®
Probenmixer

Reinstwasseranlage Purelab® Plus
Schiittelinkubator Unimax® 1010
Ultraschallbad Sonorex® Super RK 103 H
UV/VIS-Spektrophotometer
Ultrospec® 2100 pro
UV-Multiwellreader Multiscan®
UV-Multiwellreader Polarstar®
Wasserbad Buichi 461

Wasserbad MGW Lauda RM 6

Zentrifuge Microfuge® Lite

Material und Methoden

Gottlieb Kern & Sohn, Albstadt

Thermo Electron, Dreieich

Glen Mills Inc., Clifton, USA

Scharfe System, Reutlingen

Fisher Scientific, Schwerte

Thermo Electron, Dreieich

Thermo Electron, Dreieich
Beckman-Coulter, Fullerton, USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Heraeus, Hanau

Gerhardt GmbH & Co. KG, Kdnigswinter
WTW, Weilheim

Hellme, Milheim

Gesellschaft fur Laborbedarf, Wirzburg
USF, Ransbach—-Baumbach

Heidolph, Schwabach

Bandelin, Berlin

Amersham Pharmacia Biotech, Minchen
Uppsala, Schweden

Thermo Electron, Dreieich
BMG-Lab-Technologies, Offenburg
Buchi, Schweiz

Werk Lauda, Lauda-Kodnigshofen

Beckman-Coulter, Fullerton, USA
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Atomabsorptionsspektrometrie

Spektrometer SpectrAA® Zeeman 220 Varian, Darmstadt
Graphitrohratomisator GTA 100 Varian, Darmstadt
Autosampler PSD 100 Varian, Darmstadt

Software SpectrAA® 220, Version 2.20 Varian, Darmstadt

Kapillarelektrophorese

P/ACE® 5510 Beckman Coulter, Fullerton, USA
Dioden-Array-Detektor Beckman Coulter, Fullerton, USA
UV-Absorptionsdetektor Beckman Coulter, Fullerton, USA

Software P/ACE® Station, Version 1.21 Beckman Coulter, Fullerton, USA

3.1.6 Zelllinien

In dieser Arbeit wurde die humane Ovarialkarzinomzelllinie A2780 verwendet, sowie
eine cisplatinresistente Variante A2780cis. A2780 ist eine der am haufigsten
untersuchten und charakterisierten Tumorzelllinien, die aus Zellen eines Karzinomes
der Eierstocke einer Patientin stammt, der vor der Therapie Teile des Tumors
entnommen wurden. Die cisplatinresistente Variante A2780cis wurde durch
chronische Exposition von A2780-Zellen mit steigenden Cisplatinkonzentrationen
erhalten und stammt aus der European Collection of Cell Cultures, Health Protection
Agency, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, UK. Das Zelllinienpaar wurde von PD Dr.

Kassack (Pharmazeutische Chemie, Universitat Bonn) zur Verfiigung gestellt.
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3.2 CE-Analytik

3.2.1 Grundlagen der Kapillarelektrophorese

Aufbau eines Kapillarelektrophorese-Systems

Die Kapillarelektrophorese ist ein elektrophoretisches Trennverfahren, welches auf
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten (v) geladener Teilchen innerhalb
einer Quarzkapillare unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes (E) beruht. Der

grundsatzliche Aufbau eines CE-Systems ist in Abb. 3-3 schematisch dargestellt.

Detektor

Kapillare f

Puffer- _
reservoir Y
Anode Kathode

Hochspannungsquelle

Abb. 3-3: Aufbau eines Kapillarelektrophorese-Systems.

Ein Kapillarelektrophorese-System besteht aus der mit Trennpuffer gefillten Kapil-
lare, zwei Puffergefallen, die den Lauf- oder Trennpuffer beherbergen, einer Hoch-
spannungsquelle, die tber zwei Platin-Elektroden mit den beiden Puffergefal3en ver-
bunden ist, einem Detektor und einem System zur Datenerfassung.

Ublicherweise ist die Elektrode am Kapillareinlass als Anode, die am Kapillarauslass
als Kathode geschaltet. Die Injektion der Probe kann entweder elektrokinetisch oder
hydrodynamisch erfolgen. Bei der elektrokinetischen Injektion wird die Probe
elektrophoretisch in die Kapillare transportiert. Bei der hydrodynamischen Injektion
wird entweder Druck auf das Probengefal? gegeben oder am Kapillarende ein Va-

kuum angelegt.
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Kommerziell erhéltliche CE-Systeme arbeiten vollautomatisch; Steuerung und Da-
tengewinnung erfolgen EDV gestutzt.

Das am haufigsten eingesetzte Kapillarmaterial ist fused silica (amorphes Glas),
welches mit einer diinnen Polyimidschicht tiberzogen ist. Diese Schicht bedingt eine
relativ hohe mechanische Stabilitéat der Kapillare. In einem definiertem Abstand zum
Ein- bzw. Auslassende wird der Polyimidiberzug mechanisch oder durch Abbrennen
entfernt und damit ein Detektionsfenster geschaffen. Durch die optische Transparenz
des fused silica Materials kann die Kapillare selbst als Messzelle dienen. Die meist
verwendete Detektionsmethode ist die Messung der UV-Absorption. Prinzipiell ist
dies bei einer fest eingestellten Wellenlange oder Uber einen groReren Wellen-
langenbereich (Diodenarray-Detektion) moglich. Bedingt durch die kurze optische
Weglange, die durch den Innendurchmesser der Kapillare — normalerweise zwischen
25 und 100 um — festgelegt wird, ist die Konzentrationsempfindlichkeit relativ gering,
die Detektionsgrenze liegt bei ungefahr 1 uM, abhangig vom molaren Absorptionsko-
effizienten der untersuchten Substanz. Andere verwendete Detektionsmethoden wie
z.B. die elektrochemische Detektion, die direkte Kopplung an ein Massen-
spektrometer (CE/MS) und die Messung der Laserinduzierten Fluoreszenz (LIF)
besitzen haufig eine deutlich héhere Empfindlichkeit, sind aber (z.B. auf Grund
notwendiger Derivatisierungen (LIF) oder eingeschrankter Wahl der Trennpuffer
(CE/MS) weniger breit einsetzbar.

Trennprinzip

Entscheidend fur eine kapillarelektrophoretische Trennung ist die unterschiedliche
Migration geladener Teilchen im elektrischen Feld. Die Geschwindigkeit der lonen (v)
ist gemal nachstehender Gleichung von der elektrophoretischen Mobilitat (ue) und

der elektrischen Feldstarke (E) abhangig:

V=, -E Gl. 3-1

Die elektrische Feldstarke ergibt sich aus dem Quotienten aus angelegter Spannung

und Lange der Kapillare.



58 Material und Methoden

Die elektrophoretische Mobilitat eines Teilchens ist eine umgebungsabhangige
Konstante die durch das Gleichgewicht zwischen der elektrischen Kraft (Fe) und der
Reibungskraft (F;) bestimmt wird:

_Fe

=— Gl. 3-2
Fr

He

Die auf ein lon wirkende elektrische Kraft errechnet sich aus dem Produkt von

lonenladung (q) und Feldstarke (E):
Fe=q-E Gl. 3-3

Die Reibungskraft ergibt sich aus dem Produkt aus Pufferviskositét (n), lonenradius

(r) und der Geschwindigkeit des Teilchens (v):

Die angelegte Trennspannung bewirkt nun eine Gleichgewichtseinstellung zwischen

den beiden entgegengesetzt wirkenden Kréften:
qQ-E=6-7-r-57-v Gl. 3-5

Auflésen nach v und Einsetzen in Gleichung 3-1 ergibt das Stokes'sche Gesetz,
woraus ersichtlich ist, dass die elektrophoretische Mobilitat durch den Ladungs-

Masse-Quotienten bestimmt wird:

p=—3 Gl. 3-6
6-7-r-n

Dem zufolge haben insbesondere kleine, hochgeladene Teilchen eine hohe Mobilitat.
Die Wanderungsrichtung héangt von der Ladung ab; Kationen wandern zur Kathode,

Anionen zur Anode.



Material und Methoden 59

Da die angegebenen Parameter zur Berechnung der Mobilitat mittels des Sto-
kes’schen Gesetzes oft nur schwer zu bestimmen sind, lasst sich die effektive Mobi-

litat auch anhand experimenteller Daten gemalf3 Gleichung 3-7 ermitteln:

L- L
U = Ut Gl. 3-7
Hert = effektive elektrophoretische Mobilitat
L = Gesamtlange der Kapillare
Lesr = effektive Kapillarlange (Lange bis zum Detektionsfenster)
U = angelegte Spannung
tm = Migrationszeit

Elektroendosmotischer Fluss

Der elektroendosmotische Fluss (EOF) ist verantwortlich daflr, dass in der
Kapillarelektrophorese neben Kationen auch Neutralteilchen und sogar Anionen de-
tektiert werden kénnen, die bei normaler Polung (Anode am Kapillareinlass, Kathode
am Kapillarauslass) nicht oder zum Kapillareinlass wandern mussten. Die Sila-
nolgruppen der fused silica-Kapillare liegen ab einem pH Wert > 2 partiell im depro-
tonierten Zustand vor. Diese Deprotonierung fuhrt zu einer negativen Aufladung der
Kapillarinnenwand. Das Bestreben zur Herstellung eines Ladungsausgleichs hat die
Anlagerung von Kationen und die Bildung einer Ladungsdoppelschicht zur Folge. Die
negativen Ladungen werden durch diese fest fixierten Kationen nicht vollstandig
kompensiert, es lagern sich weitere Kationen an, die eine diffuse Grenzschicht
(Sternschicht) bilden.

Beim Anlegen einer Spannung wandern die solvatisierten, beweglichen Kationen der
Sternschicht Richtung Kathode und verursachen einen stempelférmigen Fluss der
gesamten Pufferlésung zur Kathode (EOF). Dieses flache, stempelférmige Flussprofil
stellt wegen der geringen radialen Diffusion einen grof3en Vorteil gegeniber lamina-

ren Flussprofilen, wie z.B. bei der HPLC Ublich, dar.
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Die Mobilitat des EOF (ueor) ist abhangig vom Potential in der Scherebene zwischen
der fest fixierten Doppelschicht und der beweglichen Sternschicht (Zetapotential (¢))

sowie der Dielektrizitdtskonstante (€) und Viskositat (n) des Puffers:

Lo = 42—‘9” Gl. 3-8
Ueor = elektrophoretische Mobilitat des EOF

C = Zetapotential

€ = Dielektrizitatskonstante

n = Viskositat

Der auftretende EOF Uberlagert die elektrophoretische Wanderung des Analyten. Die
effektive Mobilitat eines Analyten (Ues) ergibt sich aus der vektoriellen Summe von

Heor und pe:
Hett = Heor T He Gl. 3-9

Wie aus der Gleichung ersichtlich, erméglicht der EOF somit die simultane Analyse
von Kationen, Anionen und Neutralteilchen. Neutralteilchen werden allerdings nicht
separiert, sondern wandern gemeinsam mit dem EOF. Anionen, die gegen den EOF
wandern (Kontramigration) kdnnen nur detektiert werden, falls die Mobilitdt des EOF
die Mobilitat des Anions ubersteigt. Somit werden kleine hochgeladene Kationen als

erstes, kleine hochgeladene Anionen als letztes detektiert. Die bei normaler Polung

und sigor >|,ue| auftretende Migrationsreihenfolge verschiedener Analyten ist in Abb.

3-4 dargestellt.
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Detektion

Ladungsdoppelschicht

Sternschicht

_I_

®
583

Abb. 3-4: Entstehung des elektroendosmotischen Flusses (EOF) in einer fused silica-
Kapillare und Migrationsreihenfolge verschiedener Analyten.

Der EOF ist haufig ein entscheidender Faktor bei der Trennung verschiedener Ana-
lyten, weshalb seiner Kontrolle eine zentrale Bedeutung beigemessen werden kann.
Bei normaler Polung bewirkt eine Erniedrigung des Heor eine geringere e der
Analyten und somit eine bessere Auflésung. Prinzipiell kann dies durch eine Ande-
rung der Ladungsverhéltnisse an der Kapillaroberflache oder durch eine Verande-
rung der Pufferviskositat erzielt werden. Eine Ubersicht tiber Beeinflussungsmaog-
lichkeiten des EOF liefert Tab. 3-3.

Tab. 3-3: Mdglichkeiten zur Beeinflussung des EOF.

Parameter Auswirkung auf Bemerkungen
den EOF (Vor- und Nachteile)

+ Bessere Auflésung, da Zetapotential |

Pufferkonzentration EOF |, falls

; . — Hohe Konzentrationen = hohe Strome,
(lonenstarke) Konzentration 1

starkere Joule’sche Erwarmung,
Veranderung der Peakform mdglich

+ Leichte Beeinflussung der Trennung

H-Wert des Lauf-
P puffers EOF |, falls pH |+ veranderung der Ladung = Veranderung

der elektrophoretischen Mobilitat

+ Hohere elektrische Feldstarke = kirzere

Elektrische Feld- Analysenzeiten

starke (E) EOF 1, falls E 1

— geringere Aufldsung, starkere
Joule’sche Erwarmung
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Parameter Auswirkung auf Bemerkungen
den EOF (Vor- und Nachteile)
+ Veranderung der Viskositat des Puffers,
EOF |, falls leicht instrumentell zu steuern
Temperatur

Temperatur |

Organische

Lésungsmittel EOF |
EOF 1 oder |
Tenside oder Umkehr

(je nach Tensid)

_ EOF | bzw. vol-
Kaplllarbellegungen lige Ausschal-
(Coatings) tung des EOF

— Temperaturkonstanz bei niedrigen
Temperaturen schwer zu halten

+ Veranderung der Viskositat und der
Dielektrizitatskonstante des Puffers

— Komplexe Analytik

+ Losung verschiedenster Trennprobleme
Anionische und neutrale Tenside:
zur Erhéhung der Auflosung und
Trennung neutraler Analyten (Mizellare
elektrokinetische Chromatographie)
kationische Tenside:
zur EOF Umkehr

— Komplexe Analytik

+ Kapillargelelektrophorese (CGE),
reduziert die Adsorption von Proteinen

— Trennung von Anionen und Kationen
problematisch

Die einfachste und effektivste Modifikation des EOF kann durch Veranderung des

pH-Wertes oder der lonenstarke des Trennpuffers erreicht werden.

Aufkonzentrierung der Probe (electro stacking)

Das so genannte electro stacking ist eine Methode zur Aufkonzentrierung einer

Probe, die in der CE-Analytik routinemalig eingesetzt wird. Die Probe wird in einem

Puffer geldst, der eine geringere Leitfahigkeit als der Trennpuffer besitzt. Da die

Feldstarke invers-proportional zur Leitfahigkeit ist, ist diese im Bereich der Probenlo-

sung deutlich erhoht. Die Analyten der Probenlosung werden bis zur Grenzflache

zwischen Laufflache und Probenlésung beschleunigt und bei Eintritt in den Laufpuffer

abgebremst. An der Grenze zum Laufpuffer liegen die Analyten dann aufkonzentriert

Vvor.
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Detektion

Probenzone—

Abb. 3-5: electro stacking bei normaler Polung (Kathode detektorseitig). Aufkonzen-
trierte Banden gegen Ende des stacking; Kationen konzentrieren sich am
vorderen Ende der Probenzone auf, Anionen am hinteren Ende. Neutrale
Teilchen reichern sich in der Mitte der Probenzone an.

Die Anwendungsmadglichkeit des electro stacking ist begrenzt. Theoretisch sollte das
stacking umso ausgepragter sein, je héher der Unterschied der elektrischen Feld-
starke ist. Laminare Flusse, die durch eine Temperaturerhhung in der Probenzone
(bedingt durch die hohe Feldstarke) und durch lokal unterschiedliche elektroosmoti-
sche Geschwindigkeiten entstehen, wirken der Aufkonzentrierung durch Bandenver-
breiterung entgegen. In der Praxis werden gute Aufkonzentrierungseffekte erzielt,
wenn die Probe in einem Puffer geldst wird, dessen Konzentration zehnfach geringer

ist als die des Laufpuffers®’®,

3.2.2 Methode zur Untersuchung der Platin-Nukleotid-Adduktbildung

Zur Beurteilung der Reaktivitat verschiedener Platinkomplexe gegeniber Nukleotiden
sowie zur Analyse des Adduktmusters wurde eine bestehende Methode von U.

Warnke angepasst und optimiert®433,

3.2.2.1 Trennsystem und Detektion

Zur Untersuchung der Platin-Nukleotid-Adduktbildung wurde eine 57 cm lange Ka-
pillare (fused silica) mit einem Innendurchmesser von 75 um verwendet. Die Analy-

senlésungen wurden am anodischen Ende hydrodynamisch in die Kapillare einge-
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bracht. Hierzu wurde ein Druck von 0,5 psi (= 34,5 mbar) fur 5 s angelegt. Das inji-
zierte Volumen ist abhéangig von der Temperatur und dem Kapillarinnendurchmesser.
Bei einer Temperatur von 19 °C und einem Innendurchmesser von 75 pm werden ca.
23 nL injiziert. Das Probenvolumen betrug somit ca. 1 % des Kapillarvolumens bis
zum Detektionsfenster (2209 nL). Zur Trennung der mehrfach negativ geladenen
Platin-Nukleotid-Addukte und Nukleotide wurden nur solche Laufpuffer verwendet,
die zu einem starken EOF fuhren. Die angelegte Trennspannung betrug 20 kV. Die
Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 254 nm.

3.2.2.2 Optimierung der Trennung

Eine unzureichende Trennung der Analyten (s. Kapitel 4.1) erforderte eine
Optimierung der Methode von U. Warnke. Wie aus Tab. 3-3 ersichtlich, kann eine
Optimierung der Trennung in der Kapillarelektrophorese vor allem durch eine
Kontrolle des EOF erfolgen. Zusatzliche Mdglichkeiten bieten Ladungsveranderun-
gen des Analyten durch Anderungen des pH-Wertes sowie ein micellares Trennsys-
tem.

Ausgehend von einem Trennpuffer bestehend aus Ammoniumacetat 16,2 mM mit
einem pH von 9,8 und einer Trennung bei 20 kV und 25 °C wurden folgende

Einflussfaktoren systematisch variiert und untersucht:
e Einfluss des pH-Wertes
e Einfluss der Pufferadditiva SDS und Methanol
e Einfluss der lonenstarke des Trennpuffers
e Einfluss der Temperatur

Die Tab. 3-4 zeigt die im Rahmen der Trennungsoptimierung verwendeten

Laufpuffer.
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Tab. 3-4: Verwendete Puffersysteme im Rahmen der Methodenoptimierung.

Puffer Puffersystem Additive (Konzentration) Strom [HA]
A 0,1 M Borat, pH 9,0 - 54,0
B 0,1 M Borat, pH 9,1 - 53,5
C 0,1 M Borat, pH 9,2 - 64,0
D 0,1 M Borat, pH 9,3 - 70,0
E 0,1 M Borat, pH 10,0 - 116,0
G 0,15 M Borat, pH 9,1 - 78,0
H 0,2 M Borat, pH 9,1 - 103,0
I 0,3 M Borat, pH 9,1 - 143,0
J 0,4 M Borat, pH 9,1 - 186,0
K 0,1 M Borat, pH 9,1 SDS [5 mM] 90,0
L 0,1 M Borat, pH 9,1 SDS [10 mM] 95,0
M 0,1 M Borat, pH 9,1 SDS [15 mM] 97,0
N 0,1 M Borat, pH 9,1 SDS [20 mM] 100,0
@) 0,1 M Borat, pH 9,1 Methanol [5 % V/V] SDS [20 mM] 75,0

Zusatzlich wurde zur Verbesserung der Auflésung die Kapillartemperatur von 25 °C
schrittweise reduziert und ebenfalls der Effekt auf die Trennung verfolgt. Fur diese
Versuche wurde der Puffer verwendet, der die beste Auflosung gewahrleistete (Puf-
fer J).

3.2.2.3 Methodenvalidierung

Die weitreichenden Anderungen der Methode und der geplante Einsatz als
Routinemessmethode zur Beurteilung der In-vitro-Reaktivitdt verschiedener
Platinkomplexe erforderten eine vollstandige Validierung. Verzichtet wurde auf die
Untersuchung der Stabilitat der eingesetzten Nukleotide (unter Ausnahme der
Untersuchung der Stabilitat im Autosampler), da diese bereits von U. Warnke gezeigt
wurde. Die Validierung der entwickelten Methode folgte den Richtlinien der Food and
Drug Administration (Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation)*”. Zur
Auswertung der Validierungsdaten wurde die Software ,Method Validation in
Analytics* (MVA®), Version 2.0 (Novia GmbH Saarbriicken) benutzt.
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Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Die Bestimmungsgrenze (lower limit of quantification, LLOQ) eines Analysenver-
fahrens ist die Menge eines Analyten, die mit ausreichender Prazision und Richtigkeit
quantifiziert werden kann. Fir die LLOQ wird hinsichtlich der Prazision ein
Variationskoeffizient < 20 %, hinsichtlich der Richtigkeit ein relativer Fehler bis 20 %
gefordert'™.

Die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) ist die geringste Analytmenge, die
detektiert, aber nicht exakt quantitativ bestimmt werden kann. Sie wurde basierend

auf einem Signal-Rausch-Verhaltnis (signal-to-noise ratio) von 3:1 ermittelt.

Linearitat und Arbeitsbereich

Die Linearitdt der Methode, die den Zusammenhang zwischen Konzentration und
gemessenem Signal des Analyten zeigt, wurde mittels linearer Regression bestimmt.
Der Arbeitsbereich ergab sich aus den experimentellen Anforderungen. Fir jede
Kalibrierfunktion wurden jeweils sechs Standards (S) vermessen, die aus den
Nukleotidstammldsungen hergestellt wurden (dAAMP-SL und dGMP-SL) (s. Tab. 3-5).

Tab. 3-5: Herstellung der Standards fir die Kalibrierfunktion (angegeben ist das
eingesetzte Volumen in pl).

L6sung s1 s2 s3 sS4 S5 S6
(Volumen in ul) [5uM]  [10 pM] [25 uM] [50 uM]  [100 uM]  [150 uM]
dGMP SL 4,2 83 20.8 41,7 833 125

[3 mM]
dAMP SL 4,2 83 20.8 41,7 833 125
[3 mM]
Borat/NaCl [40
ot 7.4 250 250 250 250 250 250
Wasser 22417 22333 22083 21667 20833  2000,0

Zur Beurteilung der Regression wurden folgende Kriterien herangezogen:

e Korrelationskoeffizient r 2 0,99

e Abweichung der Residuen < 15 %, am LLOQ < 20 %
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Unter Residuen werden die prozentualen Abweichungen der experimentellen von
den mittels Regressionsgerade berechneten Werten verstanden. Dabei sollten die
Konzentrationen nicht mehr als 15 %, im Bereich der Bestimmungsgrenze (LLOQ)
20 % von ihren Nominalwerten abweichen. Gefordert wurde, dass vier von insgesamt
sechs Kalibratoren diese Kriterien erfillten; dazu sollten in jedem Fall die
Kalibratoren mit der niedrigsten (LLOQ) und der hoéchsten (upper limit of
quantification, ULOQ) Konzentration gehoren.

Ferner wurde getestet, ob eine gewichtete lineare Regression (1/x und 1/x?) sowie
die Verwendung eines internen Standards zu einer besseren Anpassung fuhrt.

Eine Wichtung empfiehlt sich immer dann, wenn der Arbeitsbereich relativ grof3 ist
(> Faktor 10). Durch die Wichtung wird eine zu starke Beeinflussung der Regression,
bedingt durch die relativ gro3eren Abweichungen der hohen Messwerte, vermie-

denlBO

Prazision und Richtigkeit

Prézision und Richtigkeit sind die entscheidenden Kriterien zur Beurteilung der Qua-
litat einer analytischen Methode.

Zur Ermittlung der Prazision und Richtigkeit wurden Losungen mit drei unterschiedli-
chen Konzentrationen der Nukleotide hergestellt, die den gesamten Arbeitsbereich
abdeckten (niedrige, mittlere und hohe Konzentration). Diese Qualitatskontrollproben
(QC-Proben) wurden unabhangig von den Standards fur die Kalibrierung aus separat
hergestellten  Stammlésungen  (dAMP-SL/dGMP-SL) durch  entsprechende
Verdinnung mit NaCl haltigem Phosphatpuffer (pH 7,4, 4mM NaCl =
Reaktionspuffer) und Purelab Plus®-Wasser hergestellt und nach Aliquotierung bei
-20 °C gelagert.

Die Prazision ist ein Maf fir die Ubereinstimmung (Streuung) der Messergebnisse
bei wiederholter Bestimmung einer Probe und gibt somit Hinweise auf zuféllige
Fehler. Die statistische Grol3e der Prazision ist die relative Standardabweichung

(RSD), oder synonym der Variationskoeffizient (VK), der wie folgt berechnet wird:
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> (x - %)

VK=4—"=1 100 [9%] Gl. 3-10
X
VK = Variationskoeffizient
X = Mittelwert aus n Einzelmessungen
Xi = Einzelmesswert
n = Anzahl der Messungen

Die relative Standardabweichung sollte 15 % nicht Ubersteigen; im Bereich der Be-

stimmungsgrenze wurden bis zu 20 % toleriert.

Die Richtigkeit einer analytischen Methode beschreibt die Ubereinstimmung einer ge-
messenen Konzentration (Cyem) mit der nominalen oder als richtig akzeptierten Kon-
zentration (Cnom). Die Richtigkeit gibt einen Hinweis auf systematische Fehler. Als
Malf? fur die Abweichung dient der prozentuale relative Fehler (relative error, RE), der

wie folgt berechnet wird:

(Cgem -C
C

)-100

nom

RE =

[%] Gl. 3-11

nom

RE = Relativer Fehler
C¢em= Gemessene Konzentration
Crom = Nominalkonzentration

Die Richtigkeit lasst sich folglich nach folgender Gleichung bestimmen:
Richtigkeit = RE +100 [%] Gl. 3-12

Der relative Fehler des Mittelwerts sollte 15 % (bzw. 20 % im Bereich der Bestim-

mungsgrenze) nicht Gberschreiten.

Im Rahmen der Validierung wurden die Wiederholprazision, Methodenprazision,

Vergleichsprazision und Richtigkeit ermittelt:
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e Zur Bestimmung der Wiederholprazision (Prazision des analytischen Systems)
wurde eine stabile Probe funfmal unter denselben Operationsbedingungen
innerhalb eines kurzen Zeitraums analysiert.

e Fur die Bestimmung der Methodenprazision (Within-day-Prazision) wurden
drei QC-Proben mit unterschiedlicher Konzentration fiunfmal jeweils
unabhangig voneinander hergestellt und vermessen. Die Methodenpréazision
beschreibt die Variabilitéat, die durch alle Schritte der Methode verursacht wird.

e Zur Bestimmung der Prazision Uber einen langeren Zeitraum
(Vergleichsprazision, Between-day-Prazision) wurden drei QC-Proben
unterschiedlicher Konzentration an finf aufeinander folgenden Tagen
vermessen. Die Vergleichspréazision dient dazu, zufallige Fehler, die z.B.
durch den Faktor Zeit, verschiedene Bearbeiter und Reagenzien entstehen,
abzuschatzen.

e Die Richtigkeit wurde mittels der Uber die Kalibrierfunktion errechneten
Konzentration der eingesetzten Qualitatskontrollproben sowohl an einem Tag
(Within-day-Richtigkeit) als auch an finf aufeinander folgenden Tagen

(Between-day-Richtigkeit) bestimmt.

Stabilitat im Autosampler

Auf eine Durchfiihrung der Stabilitatsuntersuchungen wurde im Allgemeinen ver-
zichtet, da die Einfrier-Auftau- und Langzeitstabilitat der Nukleotide durch U. Warnke
hinreichend belegt wurde®. Die Stabilitat der Nukleotide im Autosampler war mit der
Methode von U. Warnke fir die geplanten Experimente nicht ausreichend, die
Proben konnten nicht langer als sechs Stunden im Autosampler verbleiben. Die
durchgefuhrten Verdnderungen der Methode (vgl. Kapitel 4.1.1) ermdglichten eine
langere Verweildauer der Proben im Autosampler, die durch eine erneute
Stabilitatsuntersuchung festgelegt werden sollte. Weiterhin musste untersucht
werden, in welchem Ausmald die Reaktion von Platinkomplexen und Nukleotiden im
Autosampler erfolgt und Einfluss auf die Konzentration der Nukleotide hat. Dieser
Aspekt wurde bei der Validierung durch U. Warnke nicht bertcksichtigt. Zur
Untersuchung der Stabilitat im Autosampler wurde die Konzentration der Nukleotide
Uber zwolf Stunden ohne Platinkomplex (zur Kalibrierung) sowie Uber 6 Stunden in

Anwesenheit von Oxaliplatin vermessen. Auf Untersuchungen mit Cisplatin wurde
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verzichtet, da die Reaktivitat dieses Platinkomplexes so hoch ist, dass die Analyse

von Proben, die Cisplatin enthielten, grundsatzlich direkt erfolgte.

3.2.2.4 Anwendung der Methode

Identifizierung der Addukte

Jeweils 500 uM der albuminbindenden Platinkomplexe wurden mit 500 uM dAMP
und 500 uM dGMP inkubiert (4 mM NaH;PO,4, 4 mM NaCl, pH 7.4, 37 °C) und nach
24 Stunden analysiert. Da aufgrund der strukturellen Vorraussetzungen die
albuminbindenden Platinkomplexe die gleichen Addukte bilden sollten wie Cisplatin
bzw. Oxaliplatin (s. Kap. 5.2) wurden diese beiden Platinkomplexe separat mit dAAMP
und dGMP inkubiert. Dadurch wurden die bekannten und durch U. Warnke
identifizierten®**® Addukte erzeugt, die anschlieRend zur Identifikation der Addukte

der albuminbindenden Platinkomplexe koinjiziert wurden.

Quantifizierung der Reaktivitat

Jeweils 150 uM der Platinkomplexe wurden unter annahernd physiologischen Bedin-
gungen mit 150 uM dAMP und 150 uM dGMP inkubiert (4 mM NaH,PO,4, 4 mM NacCl,
pH 7,4, 37 °C). Nach jeweils 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden wurden Proben entnom-

men und untersucht. Jeder Versuch wurde dreimal durchgefuhrt.

Kalibrierung

Vor jeder Messserie wurde eine Kalibrierung (s. Kap. 3.2.2.3) durchgefuhrt. Zur
Verbesserung der Prazision wurden zu 100 ul der entsprechenden Lésungen 4 ul
TMP [3 mM] als interner Standard zugefugt. Die Kalibrierung wurde akzeptiert, wenn

folgende Kriterien erfullt waren:

e Abweichung der Residuen < 15 %, am LLOQ: <20 %
Mindestens vier von sechs Standards, inklusive des LLOQ- und des ULOQ-
Standards mussten vorangehende Kriterien erfillen.

 Korrelationskoeffizient r > 0,99 (lineare Regression, gewichtet 1/x?)
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Qualitatssicherung wéhrend der Messung

Zur Qualitatssicherung der Probenmessung dienten die Qualitatskontrollproben (QC-
Proben), die auch im Rahmen der Validierung verwendet wurden (s. Kap. 3.2.2.3).
Es wurde gefordert, dass mindestens 67 % der berechneten Konzentrationen inner-
halb von +15 % des nominalen Wertes liegen und dass mindestens 5 % der Proben

einer Messreihe aus QC-Proben bestehen.

3.2.3 Methode zur Untersuchung der Albuminbindung

3.2.3.1 Trennsystem und Detektion

Zur Untersuchung der Albuminbindungskinetik wurde eine 37 cm lange Kapillare
(fused silica) mit einem Innendurchmesser von 75 pum verwendet. Die Injektion
erfolgte analog der Methode zur Bestimmung der Platin-Nukleotid-Adduktbildung
hydrodynamisch. Die angelegte Trennspannung betrug 20 kV. Die Detektion erfolgte
durch Messung der UV-Absorption bei 214 nm. Der verwendete Trennpuffer sollte
einen physiologischen pH-Wert besitzen, um Bindungseigenschaften nicht zu beein-

flussen.

3.2.3.2 Optimierung der Trennung

Eine ausreichende Trennung gelang auf Anhieb mit einem Trennpuffer bestehend
aus 0,02 M Phosphat (pH 7,4) bei 7 kV und 25 °C.

3.2.3.3 Methodenvalidierung

Da diese Methode nicht in der Routine eingesetzt und keine absoluten quantitativen
Aussagen gemacht werden sollten, wurde eine komplette Validierung fur nicht not-
wendig erachtet. Es wurde als ausreichend befunden, den linearen Zusammenhang
zwischen Konzentration und Signal der Analyten zu belegen. Bei den Stabilitdtsun-
tersuchungen wurden die Proben im direkten Vergleich gemessen und die Signale

gegenibergestellt.
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Linearitat

Die Linearitat wurde analog Kap. 3.2.2.3 bestimmt. Eine Ubersicht tiber die Kon-
zentrationen der eingesetzten Standards gibt Tab. 3-6. Die verwendete Arbeitslésung
wurde unmittelbar vor Verwendung durch Verdiinnung der Stammlésung mit Wasser

hergestellt.

Tab. 3-6: Herstellung der Standards fur die Kalibrierung.

Lésung S1 S2 S3 S4 S5
(Volumen in pl) [5 uM] [20 uM] [50 uM] [100 uM] [150 puM]
PLO4/07-SL
2 mM] 5 10 15
PL04/07-AL
(0,2 mM] > 20
Wasser 195 180 195 190 185

Stabilitdtsuntersuchungen

Bei den durchgefiihrten Stabilitatsuntersuchungen wurde von den Richtlinien der
FDA abgewichen. Die FDA fordert jeweils den Vergleich mit einer frisch hergestellten
Probe. Der hierzu notwendige Substanzbedarf ist betrachtlich, sodass alternativ wie
folgt verfahren wurde: Die hergestellte Stammlésung der Platinkomplexe wurde ali-
quotiert und nach dem ersten Einfrier-Auftau-Vorgang mit frisch hergestellter Probe
verglichen, womit die Stabilitdt nach einem Einfrier-Auftau-Vorgang gezeigt werden
konnte. Fur die folgenden Untersuchungen wurde als Referenz jeweils ein noch nicht

verwendetes Aliquot aufgetaut.

Folgende Aspekte wurden untersucht:

e Der Einfluss mehrerer Einfrier-Auftau-Vorgange auf die Stabilitat der
albuminbindenden Platinkomplexe in der Stammloésung (,Einfrier-Auftau-Sta-
bilitat")

e Die Stabilitat der Platinkomplexe im Reaktionsansatz zur Bindung an Albumin
(pH 7,4, 37°C)

e Die Stabilitat der Platinkomplexe in der Stammlésung, gelagert im Kihl-

schrank
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e Die Stabilitat der Platinkomplexe in der Stammlésung, gelagert bei

Raumtemperatur

Zur Berechnung der Stabilitdt wurden jeweils die korrigierten Peakflachen (KPF) der

Platinkomplexe zugrunde gelegt:

Stabilitat =P P 100 [96] Gl 3-13

Ref

KPFro = korrigierte Peakflache der Probe
KPFret = korrigierte Peakflache der Referenz

3.2.3.4 Anwendung der Methode

Untersuchung der Bindungskinetik

150 puM Lésungen von PLO4 bzw. PLO7 wurden mit einer 600 uM Albuminlésung
unter annédhernd physiologischen Bedingungen inkubiert (4 mM NaH,PO,4, 4 mM
NaCl, pH 7.4, 37 °C). Nach jeweils 2, 5, 10, 15, 20 und 25 Minuten wurden Proben
entnommen und auf ungebundene Substanz untersucht. Jeder Versuch wurde

dreimal wiederholt.

Untersuchung der Bindungsspezifitat

Zur Untersuchung der Spezifitat der Albuminbindung wurde ein Inhibitionsversuch
mit EMC-blockiertem Albumin durchgefuhrt (EMC = 6-Maleinimidocapronsaure, Abb.
3-6). Hierzu erfolgte eine 10-mindtige Vorinkubation von 1,2 mM Albumin mit einem
Uberschuss an EMC [2,0 mM]. Nach Vorinkubation mit diesem Maleinimid-Derivat
sollten alle Sulfhydrylgruppen des Albumins mit dieser Substanz reagiert haben (vgl.
Abb. 1-20) und somit eine Bindung der Platinkomplexe an das Albumin verhindert

werden.
(e}
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Abb. 3-6: Chemische Struktur von 6-Maleinimidocapronsaure (EMC).
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Danach wurden 600 uM der EMC-Albuminlésung mit 150 uM Lésungen von PLO4
bzw. PLO7 Uber 10 Minuten umgesetzt (4 mM NaH,PO4, 4 mM NaCl, pH 7,4, 37 °C).
Jeder Inhibitionsversuch wurde dreimal durchgefuhrt.

3.3 AAS-Analytik

Die Quantifizierung der Platinkonzentration im Rahmen der Zellkultur und
Mikrodialysekammerversuche wurde mittels einer flammenlosen Atomabsorptions-
spektrometrie-Methode mit Graphitrohrofentechnik (GF-AAS) durchgefiihrt. Bei
einem Experiment, bei dem die Empfindlichkeit dieser Methode nicht ausreichte,
wurden die Proben mittels adsorptiver Voltammetrie (AV) analysiert'®'. Die AAS-
Technik ist aufgrund ihrer Spezifitat, vergleichsweise geringer Kosten, kurzer Analy-
senzeiten und fur die meisten bioanalytischen Fragestellungen ausreichend niedriger
Bestimmungsgrenzen die Methode der Wahl zur Quantifizierung von Platinspezies.

182 und von Pieck

In dieser Arbeit wurde eine, urspriinglich von Kloft et al entwickelte
modifizierte, validierte Methode angewandt'®. Da die Validierung mit dem auch in
dieser Arbeit verwendeten Gerat erfolgte, war eine neuerliche Validierung bzw.

Teilvalidierung nicht erforderlich.

3.3.1 Grundlagen der Atomabsorptionsspektrometrie

Bei der Atomabsorptionsspektrometrie handelt es sich um ein spektralanalytisches
Verfahren, mit dem sowohl der qualitative Nachweis als auch die quantitative Be-
stimmung von Metallatomen, wie z.B. Platin, durchgefihrt werden kann. Bei dieser
Methode werden Metallatome in den gasformigen Zustand Uberfuhrt. Hier liegen sie
im energetischen Grundzustand vor, in dem sie in der Lage sind, bestimmte Energie-
betrage in Form von Licht einer bestimmten, metallcharakteristischen Wellenlange
aufzunehmen und nach einer kurzen Anregungszeit wieder zu emittieren. Der grund-

satzliche Aufbau ist in Abb. 3-7 schematisch dargestellt.
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Probe
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Abb. 3-7: Aufbau eines Atomabsorptionsspektrometrie-Systems mit
Graphitrohrofentechnik.

Metallatome absorbieren im Grundzustand eingestrahltes Licht derselben Wellen-
lange, wie das Licht, das von den so angeregten Metallatomen bei ihrer Rickkehr in
den Grundzustand wieder abgegeben wird. Daher wird zur Anregung die von einer
Hohlkathodenlampe des zu analysierenden Elements erzeugte Emissionswellen-
lange eingesetzt. Der Zusammenhang zwischen der Absorption des Lichts durch die
Metallatome der Probe und deren Konzentration wird durch das Lambert-Beer’'sche
Gesetz beschrieben, wonach die Abnahme der Lichtintensitat durch Absorption der

Konzentration der zu bestimmenden Substanz proportional ist.

A:Iog$:k-d-c Gl. 3-14
A = Absorption
Lo = Lichtintensitat des eingestrahlten Lichtes

I = Lichtintensitat nach Durchgang durch die Probe
Kk = Absorptionskoeffizient

d = Schichtdicke
c

= Konzentration in der Probe

Da dieser Zusammenhang nur fir Messungen im linearen Bereich und bei definierter
Schichtdicke — die bei der AAS-Technik der Lange der Atomwolke entspricht und
somit kaum zu realisieren ist — gilt, werden zur Quantifizierung grundsatzlich die Ka-

librierfunktionsmethode oder das Standardadditionsverfahren eingesetzt.
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Lichtquelle

Als Lichtquelle wurde eine UltrAA®-Lampe (s. Abb. 3-8) verwendet, die neben dem
in allen Hohlkathodenlampen vorhandenen Elektrodenpaar aus Hohlkathode plus zu-
gehdoriger Anode ein weiteres Elektrodenpaar enthielt. Mit Hilfe dieser so genannten
.Boost“-Elektroden wird die Eigenabsorption der in der Hohlkathode entstehenden
Platin-Atome vermindert. Dadurch resultierten eine héhere Intensitat des emittierten
Lichts und gleichzeitig ein geringeres Grundrauschen. Auf dieser Weise werden
Bestimmungen im unteren Konzentrationsbereich erleichtert. Die Messwellenlange
betragt bei der Platinbestimmung 265,9 nm. Die Lampe wird mit einem Lampenstrom

von 10 mA betrieben.

Anode Boost-Anode Glaskolben
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Abb. 3-8: Aufbau der UltrAA®-Lampe.

Graphitrohrofentechnik

Fur die Erzeugung von Platinatomen im energetischen Grundzustand wurde in dieser
Arbeit die Graphitrohrofentechnik (GF-AAS), die 1961 von L'vov entwickelt wurde,
verwendet'®*. Dabei wird die Probe in ein elektrisch beheizbares Graphitrohr injiziert
und dieses durch Anlegen hoher Stromstarken nach einem bestimmten Temperatur-
programm aufgeheizt. Vorteilhaft gegeniber der alteren Flammentechnik ist die deut-
lich niedrigere Bestimmungsgrenze, die dadurch erreicht wird, dass die Metallionen
in der Probe nahezu quantitativ atomisiert werden und die Atome fir einen l&angeren

Zeitraum im Strahlengang verweilen.
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Aufkonzentrierung durch Mehrfachinjektion

Eine gangige Moglichkeit, die Empfindlichkeit der AAS weiter zu erhdhen ist die
Mehrfachinjektion einer Probe. Dabei wird eine Probe mehrfach injiziert und nach
jeder Probenaufgabe vorverascht. AnschlieBend wird die Veraschung und Atomisie-
rung durchgefuhrt. Aufgrund steigender Matrixbelastung sollten nicht mehr als drei

Injektionsschritte durchgefuhrt werden.

Untergrundkorrektur

Emissionslinien von Atomen kénnen unter den Einfluss eines Magnetfeldes auf-
gespalten werden, wohingegen der Untergrund keine Aufspaltung aufweist. Dieses
von P. Zeeman entdeckte Phanomen kann zur Korrektur der Untergrundabsorption,
die durch Streuung an Partikeln und Absorption durch organische Molekile verur-
sacht wird, ausgenutzt werden®®®. Samtliche Messungen werden sowohl bei einge-
schaltetem (0,8 Tesla) als auch bei abgeschaltetem Magnetfeld durchgefuhrt; zwi-
schen diesen beiden Zustanden liegen wenige Millisekunden. Bei abgeschaltetem
Magnetfeld werden die Absorptionen des Elements und die des Hintergrunds
gemessen, bei eingeschaltetem Magnetfeld nur die Absorption des Hintergrunds, da
die Elementlinie durch das angelegte Magnetfeld verschoben wird. Die Differenz aus

diesen beiden Messungen ergibt dann die Intensitat des Elementsignals.

3.3.2 Methode zur Platinbestimmung

Temperaturprogramm

Zur Atomisierung eines Metalls mittels der Graphitrohrofentechnik ist ein spezielles,
auf das Metall abgestimmtes, Temperaturprogramm notwendig (s. Tab. 3-7). Ein
Temperaturprogramm durchlauft funf Phasen und kann aufgeteilt werden in Trock-
nung, Vorveraschung, Veraschung, Atomisierung und Reinigung. Die Trocknung
dient der Verdampfung des Losungsmittels der Probe und sollte méglichst lange und
mit langsamem Temperaturanstieg erfolgen, um Siedeverziige zu vermeiden. In der
Vorveraschungs- und Veraschungsphase werden Matrixbestandteile, wie zum Bei-
spiel Proteine, entfernt. Es schliel3t sich die Atomisierungsphase an, in der das Metall
in die Gasphase und damit in den atomaren Zustand Uberfuhrt wird. Wahrend der
Atomisierungsphase findet die Signalaufzeichnung statt. In der abschlie3enden Rei-



78 Material und Methoden

nigungsphase werden mdogliche Probenreste entfernt und der Graphitrohrofen ge-
kihlt. Das Graphitrohr wird wahrend der Messung kontinuierlich mit Argon durch-
stromt. Argon als Inertgas verhindert die Selbstentziindung des Graphitrohrs und
unterstitzt den Trocknungs- und Veraschungsprozess. Dieser Argonstrom wird nur
wahrend der Atomisierungsphase unterbrochen, um Stérungen wahrend der Signal-

aufnahme zu vermeiden.

Tab. 3-7: Temperaturprogramm der GF-AAS zur Platinbestimmung.

Schritt Phase Temperatur Dauer* Argonstrom Signalauf-
[°C] [S] [1/min] nahme
1 Trocknung 95 5 3 nein
2 110 60 3 nein
3 120 10 3 nein
4 Vorveraschung 650 15 3 nein
S 650 20 3 nein
6 Veraschung 1300 10 3 nein
7 1300 4 3 nein
8 1300 2 0 nein
9 Atomisierung 2700 0,7 0 ja
10 2700 2 0 ja
11 2700 2 3 nein

*Unter "Dauer" wurden die Zeitspannen angegeben, nach deren Ablauf die
zugehorige Temperatur erreicht war. Wiederholung einer Temperaturstufe
(z.B. 650 °C) bedeutet, dass diese Temperatur flr die angegebene Dauer gehalten
wurde.

Probenaufarbeitung

Das Eluat, welches aus der DNA-Isolierung (s. Kap 3.7) gewonnen wurde, konnte
direkt oder mit Wasser verdinnt verwendet werden. Die Probenaufarbeitung zur
Bestimmung intrazellularer Platinkonzentrationen erfolgte analog zu der Methode von
Kloft et al. durch Aufarbeitung mit konzentrierter Salpetersaure und anschlieRender
Verdiinnung mit Wasser'®”. Die Proben wurden in zwei Schritten aufgearbeitet.
Zunachst wurde mit 150 pl konzentrierter Salpeterséure versetzt und die Zellen auf
dem Wasserbad lysiert, bis eine klare Losung entstand. Je nach Zellzahl und erwar-
teter Platinkonzentration wurde das Lysat durch Verdiinnung mit Purelab Plus®-Was-
ser in den Kalibrierbereich gebracht. Proben, bei denen diese (abgeschatzte) Ver-

dinnung nicht ausreichte und deren Konzentrationen somit oberhalb des Kalibrierbe-
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reichs lagen, wurden durch den Autosampler des Geréats wahrend der Messung ei-
genstandig mit Wasser verdinnt. Wenn nach Verdinnung im Verhéltnis 1:10 die
Probenkonzentration nicht innerhalb des Kalibrierbereichs lag, wurde die Probe er-

neut mit entsprechend hoherem Verdinnungsfaktor aufgearbeitet und vermessen.

Kalibrierung

Fur die Bestimmung der Platinkonzentrationen wurde vor jeder Messung eine
Kalibrierung durchgefiihrt. Dabei entschied die erwartete Platinmenge Uber den
verwendeten Kalibrierbereich von 1-10 ng/ml Platin (Dreifachinjektion) oder
5-50 ng/ml (Einfachinjektion).

AL-1 [10 pg/ml] bzw. AL-2 [1 pg/ml] und Purelab Plus®-Wasser wurden fiir die Her-
stellung des am hdchsten konzentrierten Standards des jeweiligen Kalibrierbereichs
gemischt, sodass Lésungen mit einer Konzentration von 10 ng/ml Platin (Standard A,
Dreifachinjektion) bzw. 50 ng/ml (Standard B, Einfachinjektion) entstanden. Die
brigen Standards zur Kalibrierung wurden aus Purelab Plus®Wasser und dem
hochsten Standard durch den Autosampler des Geréts (Tab. 3-8) hergestellt.

Tab. 3-8: Herstellung der Kalibratoren durch den Autosampler fur die
Kalibrierbereiche von 1,0 - 10,0 ng/ml (A) und von 5,0 — 50,0 ng/ml (B).

Platin Standard A Wasser Platin Standard B Wasser

[ng/ml] (] (] [ng/ml] (L] (]

Kalibrator A A A B B B
1 1 18 5 2 18

2 2 4 16 10 4 16

3 3 6 14 20 8 12

4 4 8 12 30 12 8

5 5 10 10 40 16 4

6 7,5 15 5 50 20 0

7 10 20 0 — — —
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Das Injektionsvolumen betrug sowohl fur die Standards als auch fir die Proben im-
mer 20 pl. Die Kalibratorreinen wurden mittels GF-AAS analysiert. Dabei wurde das
Absorptionssignal Uber die Peakhdhe ausgewertet. Aus den bei der Mehrfachbe-
stimmung erhaltenen Mittelwerten wurde mittels linearer Regression eine Kalibrierge-
rade erstellt, die dann zur Berechnung der Platinkonzentrationen der vermessenen

Proben diente. Eine Wichtung der Kalibriergeraden fand nicht statt.

Qualitatssicherung wéahrend der Messung

Zur Qualitatssicherung der Probenmessung dienten Qualitatskontrollproben (QC-
Proben) in drei Konzentrationen, die den gesamten Arbeitsbereich abdeckten (nied-
rige, mittlere und hohe Konzentration). Diese Qualitatskontrollproben wurden unab-
hangig von den Standards fur die Kalibrierung aus der AL-1 durch Mischen mit
Purelab Plus®-Wasser hergestellt und in Aliquoten bei -20 °C eingefroren. Es wurde
gefordert, dass mindestens 67 % der berechneten Konzentrationen innerhalb von
+15 % des nominalen Wertes liegen und dass mindestens 5 % der Proben einer
Messreihe aus QC-Proben bestehen. Dadurch wurden die Messungen hinsichtlich
ihrer Richtigkeit und Préazision tberpruft. Um eine korrekte Messung zu gewabhrleis-
ten, erfolgte nach 50 Proben eine Rekalibrierung. Jeder Kalibrator und jede Probe
wurden im PROMT (precision optimized measurement time)-Modus vermessen, d.h.
es wurden mindestens zwei Injektionen durchgefuhrt. Bei einer Abweichung der
Messsignale um mehr als 5 % folgten eine dritte Bestimmung und ggf. noch eine
vierte Messung. Lag die Standardabweichung dann nicht unter 15 % bzw. im Bereich
der Bestimmungsgrenze unter 20 %, wurde die entsprechende Probe im folgenden

Analysenlauf erneut vermessen.
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3.4 Gleichgewichtsmikrodialysekammer

3.4.1 Modellbeschreibung

Eine Mikrodialysekammer besteht aus einem Kunststoff-Réhrchen, das durch eine
semipermeable Membran aus Cellulose in zwei Kammern mit einem Fullvolumen von
100 pl unterteilt wird. Die Membran weist einen Cut-off von 5 kDa auf, d.h.
Makromolekiile mit einer molaren Masse von uber 5 kDa werden zurlickgehalten,
wohingegen alle kleineren Moleklle ungehindert passieren kdénnen. Durch diese
Trennung in zwei Bereiche ermdglicht die Mikrodialysekammer eine In-vitro-
Uberprufung postulierter Aktivierungssmechanismen makromolekularer Prodrugs
(Abb. 3-9). Mit diesem System lassen sich verschiedene Bedingungen — z.B.

unterschiedliche pH-Werte oder eine enzymatische Aktivierung — simulieren.

Kalbsthymus-DNA

Losung Prodrug
M
S > > | 1€ €[}
L]
7 3 N
Kappe Membran Kappe
cut off 5 kDa

Abb. 3-9: Aufbau der Gleichgewichtsmikrodialysekammer.

Zur Uberprufung der Aktivierung makromolekularer Platinkomplexe wurden die
Trennung in zwei Bereiche zur modellhaften Simulation von zwei Kompartimenten —
interstitielle und intrazellulare Flissigkeit eines Tumors — ausgenutzt. Ausgehend von
der Annahme, dass der reaktive Molekulteii aus dem makromolekularen
Platinkomplex durch Hydrolyse freigesetzt wird, sollte dieses niedermolekulare
Molekul durch die semipermeable Membran diffundieren und in die angrenzende
Kammer gelangen. In diese Kammer wurde eine Kalbsthymus-DNA-LAsung gefillt
und der DNA-Platinierungsgrad als Parameter fur die Reaktivitat der Platinkomplexe
nach Isolation der DNA mittels flammenloser Graphitrohratomabsorptions-
spektrometrie (GF-AAS) bestimmit.
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3.4.2 Vorversuche zur Einstellung des pH-Wertes

Albumin ist als Protein aus diversen Aminosauren aufgebaut, deren saure und basi-
sche funktionelle Gruppen in ihrer Gesamtheit einen stark puffernden Effekt aus-
Uben. Die damit verbundene Verschiebung des Gesamt-pH-Wertes des Puffers
musste durch Zusatz von Natronlauge oder Phosphorsaure ausgeglichen werden.
Zur Bestimmung der dazu notwendigen Menge wurde in einem Vorversuch Albu-
minlésung zu bereits eingestelltem Puffer gegeben und mit NaOH oder Phosphor-
saure potentiometrisch  bis zum  gewilnschten  pH-Wert titriert.  Die
Elektrolytkonzentrationen des Puffers sollten aus Grinden der Vergleichbarkeit — die
Einflusse auf die Reaktivitat diverser Platinkomplexe wurden von verschiedenen

2324 _ und der physiologischen Ahnlichkeit mit der

Arbeitsgruppen beschrieben
interstitiellen Flussigkeit konstant gehalten werden. Die zur pH-Wert Einstellung
eingesetzte Stoffmenge an Phosphat wurde deshalb bei der Einwaage an NaH,PO, -

H2O zur Herstellung der Pufferldsungen bertcksichtigt.

3.4.3 Untersuchung der Aktivierung durch unspezifische und saure

Hydrolyse

Zunachst wurden die bendtigten Losungen fir das simulierte interstitielle und das
simulierte intrazellulare Kompartiment separat, wie aus Tab. 3-9 und Tab. 3-10 er-
sichtlich, hergestellt, wobei aufgrund eines mdglichen Einflusses unterschiedlicher
Elektrolytkonzentrationen eine einheitliche Elektrolytkonzentration fir alle Versuche
eingestellt wurde (Abb. 3-10).
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-
- i —
Interstitielles Kompartiment Intrazellulares Kompartiment
12 mM Phosphat 60 mM Phosphat
300 mM Chlorid 300 mM Chlorid
Nach 1:3-Verdinnung
4 mM Phosphat 20 mM Phosphat
100 mM Chlorid 100 mM Chilorid

\ 12 mM Phosphat /

100 mM Chlorid

Abb. 3-10: Beispiel der Einstellung einer einheitlichen Elektrolytkonzentration bei
pH 7,4.

Die Lésungen, welche Albumin enthielten, wurden 30 Minuten bei 37 °C vorinkubiert,
um eine Bindung des Zytostatikums zu ermoglichen, bevor die Einstellung des ge-
winschten pH-Werts durch Zugabe von NaOH oder Phosphorséure erfolgte. An-
schlieBend wurden beide Seiten der Kammer befillt. Die Gleichgewichtsmikrodialy-
sekammern wurden bei 37 °C (12 mM NaH,PO,4, 100 mM NacCl, pH 5,0-7,4) in einem
Schuttelinkubator inkubiert und die DNA zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit einem
Qiagen® DNA Mini Kit isoliert (s. Kap. 3.7). Der Gehalt an DNA wurde durch ein UV-
photometrisches Verfahren bestimmt und die daran gebundene Platinmenge mittels
flammenlosen Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie  (GF-AAS) quantifiziert
(s. Kap. 3.3.2). Die Reaktivitat der Albumin-Platinkomplexe wurde mit der Reaktivitat
der ungebundenen Komplexe, mit der Reaktivitdt von Carboplatin in Anwesenheit

von Albumin und mit einem PEG-Platinkomplex (hier nur bei pH 7,4) verglichen.
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Tab. 3-9: Pipettierschemata zur Herstellung verschiedener Losungen fiur die
Mikrodialysekammern ohne Inkubation mit Albumin (angegeben ist das
eingesetzte Volumen in pl).

Simuliertes interstitielles  Simuliertes intrazellulares

Ohne Albumin Kompartiment Kompartiment
Losung pH50 pH60 pH74 pH50 pH6,0 pH74

Puffer pH 7,4 (60/300) 33
Puffer pH 7,4 (12/300) 33
Puffer pH 6,0 (60/300) 33
Puffer pH 6,0 (12/300) 33
Puffer pH 5,0 (60/300) 33
Puffer pH 5,0 (12/300) 33
DNA SL 20 20 20
Platinkomplex 7,5 7,5 7,5
Wasser 59,5 59,5 59,5 47 47 47

Tab. 3-10: Pipettierschemata zur Herstellung verschiedener Lésungen fur die
Mikrodialysekammern mit Inkubation von Albumin (angegeben ist das
eingesetzte Volumen in pl).

Simuliertes interstitielles Simuliertes intrazellulares

Mit Albumin Kompartiment Kompartiment
L6sung pH50 pH6,0 pH74 pH50 pH6,0 pH74

Puffer pH 7,4 (60/300) 33
Puffer pH 7,4 (12/300) 33
Puffer pH 6,0 (44,1/300) 33
Puffer pH 6,0 (12/300) 33
Puffer pH 5,0 (23,7/300) 33
Puffer pH 5,0 (12/300) 33
DNA SL 20 20 20
Platinkomplex 7,5 7,5 7,5
Wasser 21,3 25,9 27,6 47 47 47
Albumin SL 30 30 30
H3PO, [0,85 %] 8,2 3,6

NaOH [0,1 M] 1,9
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3.4.4 Untersuchung der Aktivierung durch Butyrylcholinesterase

Butyrylcholinesterase ist ein im Blut und in anderen Geweben vorkommendes, un-
spezifisches Enzym, das in der Lage ist, neben seinem eigentlichen Substrat Butyryl-
cholin auch andere Ester zu spalten. Butyrylcholinesterase weist z.B. gegenuber der
spezifischeren Acetylcholinesterase ein gréf3eres aktives Zentrum auf, das auch fur

andere Substrate zuganglich ist*®®.

Bestimmung der Esteraseaktivitat (Ellman-Assay)

Die eingesetzte = Enzymmenge sollte sich an der physiologischen
Butyrylcholinesteraseaktivitat orientieren. Der Referenzbereich liegt bei Kindern (tber
6 Jahren) und Erwachsenen bei 3500 bis 8500 U/I. Die Aktivitat von Enzymen hangt
stark von der chemischen Umgebung ab, in der sie sich befinden. Deshalb wurde
eine Aktivitatsbestimmung im verwendeten Reaktionspuffer durchgefiuhrt. Nach
Angabe des Herstellers betrug die Aktivitat der Butyrylcholinesterase in einem
Medium aus Butyrylcholin-Cl [4 mM], MgCl, [40 mM] und NaCl [100 mM] 9,3 U/mg (1
U ist definiert als die Menge Enzym, die 1 umol Substrat (Butyrylcholin) in einer
Minute bei pH 8 und 37 °C umsetzen kann). Diese Aktivitat wurde durch
acidimetrische Titration der entstehenden Buttersdure mit NaOH bestimmt. Eine
analoge Aktivitdtsbestimmung im verwendeten Phosphatpuffer konnte aufgrund der
Pufferkapazitat nicht durchgefihrt werden. Aus diesem Grund wurde auf den

Ellmann-Assay als UV-spektrometrische Methode zuriickgegriffen®®’.

Urspringlich
fur die Messung der Acetylcholinesteraseaktivitat entwickelt, wird dieser Assay in
modifizierter Form auch fur Butyrylcholinesterase (= Pseudocholinesterase)
eingesetzt. Ausgenutzt wird hierbei, dass das bei enzymatischer Spaltung aus
Butyrylthiocholin  freigesetzte Thiocholin in der Lage ist, 5,5-Dithiobis-2-
nitrobenzoesaure zu spalten. Das daraus resultierende gelbe Dianion, kann bei einer

Wellenlange von 412 nm photometrisch quantifiziert werden.
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Abb. 3-11: Dem Ellman-Assay zu Grunde liegende Reaktionsgleichung. Das
resultierende Dianion kann bei 412 nm photometrisch erfasst werden.

Fur den Assay wurden die bendtigten Losungen (entsprechend Tab. 3-11) hergestellt
und je drei Ansatze 1, 2, 3, 4 bzw. 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Im direkten An-

schluss folgte die UV-spektrometrische Vermessung bei 412 nm.

Tab. 3-11: Zusammensetzung Zusammensetzung des Mediums fir die Anwendung
des Ellman-Assays eines Ellman-Assay.

Assay-Bestandteile Volumen Bemerkung

Ellmann-Puffer pH 7,4 890 ul Temperiert
DTNB-SL [7 mM] 50 pl
Butyrylthiocholin-SL [10 mM] 50 ul

Butyrylcholinesterase-AL [3,33 U/ml] 10 pl Eisgekihlt
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Die Aktivitat [A] der Esterase konnte anschlieend nach folgender Gleichung berech-

net werden:

AA-V

Gl. 3-15

A Aktivitat [U/mg]
AA  Zunahme der Absorption pro Minute [min™]
Vv Volumen des Ansatzes [ml]

molarer Extinktionskoeffizient [| * mol™* * cm™]
d Schichtdicke der Kuvette [cm]

m Einwaage Esterase [mg] pro Ansatz

Der molare Extinktionskoeffizient (¢ = 14140 M*.cm™) konnte der Literatur entnom-
men werden, die Schichtdicke der Klvette war mit 1 cm vorgegeben. Volumen (1 ml)
und Einwaage an Esterase (3,58 - 10° mg) ergaben sich aus der Versuchsvorschrift.
Die Aktivitdt der Butyrylcholinesterase-Stammlésung (SL-2) wurde anhand der
ermittelten Aktivitat der Reinsubstanz auf 50 U/ml eingestellt.

Quantifizierung der Esterspaltung durch Butyrylcholinesterase

In einer ersten Untersuchung wurde eine mdgliche Esterspaltung nach der Bindung
des Platinkomplexes an Albumin untersucht. Die LOsungen des simulierten
interstitiellen Kompartiments wurden zur Bindung des Platinkomplexes an Albumin
30 Minuten inkubiert (vgl. Tab. 3-10). Im Anschluss folgten die Zugabe von 10 pl
Butyrylcholinesterase-Stammlésung (SL-2) zur Einstellung einer Esteraseaktivitat
von 5000 U/I und eine Inkubation der Gleichgewichtsmikrodialysekammer tber 24
Stunden.

In einer zweiten Untersuchung sollte eine mdgliche Esterspaltung vor der Bindung
des Platinkomplexes an Albumin untersucht werden. Hierzu erfolgte die Zugabe von
7 pl der Esteraselosung zur Einstellung der Esteraseaktivitat von 5000 U/l zu dem
simulierten interstitiellen Kompartiment gefolgt von 30 Minuten Inkubation, bevor
Albumin zur Bindung der Platinkomplexe zugesetzt wurde. Es folgte eine 24-stiindige

Inkubation in der Gleichgewichtsmikrodialysekammer.



88 Material und Methoden

Die Isolierung der DNA und Quantifizierung der Platinierung wurde wie in den Kap.

3.4.3. beschrieben durchgefihrt.

3.4.5 Untersuchung zur Stabilitat des PEG-Platinkomplexes

Durch die Untersuchung zur Stabilitat des PEG-Platinkomplexes sollte geklart
werden, ob fur die nachfolgenden Untersuchungen der Aufnahme des PEG-
Platinkomplexes in Tumorzellen von einer niedermolekularen oder makro-
molekularen Verbindung ausgegangen werden kann. Da der DNA-Platinierungsgrad
als Surrogatparameter hier keine Aussagekraft hat — die aufgenommene Menge
Platin in eine Zelle muss nicht einem reaktionsfahigem Platinkomplex entsprechen —
wurde die Menge an niedermolekularem Platin, welches durch die semipermeable
Membran diffundiert und in die angrenzende Kammer gelangt ist, analysiert. Dazu
wurde in eine Seite der Kammer 150 uM Platinkomplexlésung gegeben (12 mM
NaH,PO,4, 100 mM NaCl, pH 7,4), in die andere Halfte reiner Puffer gefillt. Die
Gleichgewichtsmikrodialysekammern wurden bei 37 °C in einem Schuttelinkubator
inkubiert und 10 pl Probe zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen. Das
entfernte Volumen an Puffer wurde ergénzt und die entnommene Platinmenge bei
der Kalkulation der gesamten Platinmenge in der Mikrodialysekammer berucksichtigt.
Nachfolgend wurde prozentual berechnet, wie viel Platin (bezogen auf die Gesamt-
menge Platin) durch die semipermeable Membran diffundiert ist.

3.5 Zellkultur

Zur Vermeidung einer Kontamination mit Bakterien oder Pilzen wurden samtliche
Arbeiten mit menschlichen Tumorzellen unter einer Laminar-Air-Flow-Werkbank bzw.

einer Zytostatika-Werkbank unter aseptischen Bedingungen durchgefuhrt.

3.5.1 Lagerung der Zellen

Damit fur die Zellkulturversuche ein gleich bleibender Zellpool (,Backups®) zur
Verfugung stand, wurden Zellen mit 10 % DMSO in Kryovials tiefgefroren. Die
konfluenten Zellen in einer 175 cm? Gewebekulturflasche wurden trypsiniert, abgeldst
und zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in Nahrmedium
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resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurden je 0,9 ml in funf Kryovials pipettiert,
jeweils mit 0,1 ml DMSO versetzt und zunachst auf -80 °C heruntergekuhlt, bevor
nach einer Woche eine dauerhafte Lagerung in einem Tank mit flissigem Stickstoff
(-196 °C) erfolgte. Die Zugabe von DMSO und das langsame Einfrieren schiitzen vor

Bildung von Eiskristallen und einer damit verbundenen Zerstérung der Zellen.

3.5.2 Auftauen der Zellen

Die Kryovials mit den gefrorenen Zellen sowie das verwendete Nahrmedium wurden
im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Das Nahrmedium wurde in sterile Gewebekultur-
flaschen vorgelegt, die aufgetaute Zellsuspension vorsichtig hinzu pipettiert und zur

Inkubation in den Brutschrank gegeben.

3.5.3 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO,) mit Nahrmedium im
Brutschrank kultiviert. Das im Medium enthaltene Natriumhydrogencarbonat ge-
wahrleistete in Verbindung mit dem konstanten CO,-Gehalt einen stabilen pH-Wert.
Ein im Medium enthaltener Farbindikator (Phenolrot) zeigte durch Farbumschlag von
rot nach gelb an, wenn das Nahrmedium verbraucht war. Der Verbrauch ist abhéngig
von der vorhandenen Zellanzahl sowie der metabolischen Aktivitat der Zellen. Eine
Erneuerung des Mediums erfolgte alle zwei bis drei Tage, indem altes Medium durch
eine sterile Pasteurpipette abgesaugt und neues, auf 37 °C vorgewarmtes Medium,
mit einer sterilen Messpipette hinzugegeben wurde. Bei der verwendeten Zelllinie
handelte es sich um eine adharente Zelllinie, die einen Monolayer ausbildete. Eine
Kontrolle des Zellwachstums fand visuell unter dem Inversmikroskop statt.

Teilen (Splitten) der Zellen

Nach Ausbildung des Monolayers unter Ausnutzung der Oberflache der Zellkultur-
flaschen ist es notwendig, den Zellen erneut Raum fir weiteres Wachstum zu geben.
Das Teilen (Splitten) der Zellen verhindert ein Ubereinanderwachsen und die damit
haufig einhergehenden Veranderungen der Eigenschaften der Zellen. Zum Teilen der

Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml PBS-Puffer gewa-
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schen, wodurch abgestorbene Zellen und trypsinhemmende Substanzen wie
Bestandteile des Kéalberserums und Calcium entfernt wurden. AnschlielRend wurde
mit 2 ml Trypsin-EDTA-LOsung versetzt und fur kurze Zeit im Brutschrank auf 37 °C
erwarmt. Trypsin |6st unter diesen Bedingungen die Zellen enzymatisch vom
Untergrund und bringt sie in Suspension. Das Loésen der Zellen konnte
mikroskopisch kontrolliert werden. Dann folgte die Zugabe von 8 ml frischem
Medium, welches einerseits Trypsin-EDTA inaktiviert und andererseits noch haftende
Zellen vom Boden der Zellkulturflasche abspult und resuspendiert. Um restliches
Trypsin-EDTA zu entfernen und eine Schadigung der Zellen durch Trypsin zu
verhindern, wurde die Zellsuspension 4 Minuten bei 260 g zentrifugiert und
anschlieRend wieder in 10 ml frischem Medium resuspendiert. Je nach Versuchs-
planung wurde entweder mit einem Teil der Zellen — je nach Bedarf 1:5 bis 1:20
verdiunnt — neue Zellkulturflaschen angeimpft, oder die Zellsuspension komplett fir

einen Versuch verwendet.

3.5.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe eines Casy®1-Zellzahlgerats, welches
auf dem Prinzip eines Coulter-Counter beruht. 20 ul Zellsuspension wurden zu 10 m|
sterilfiltrierter Casy®ton-Lésung gegeben und im Casy®-Zellzahlgerat vermessen. Die
Messung findet in einer Kapillare statt, die wahrend des Messvorganges mit einer
Elektrolytldsung gefillt ist und an der eine konstante Spannung angelegt wird. Zellen,
die durch die Kapillare gespult werden, @ndern den Widerstand innerhalb der Kapil-
lare. Die Anderung des Widerstandes verhdlt sich proportional zur Anzahl und zum
Volumen der vorhandenen Zellen. So wurden neben der Zellzahl auch Daten zu

mittlerem Durchmesser und Volumen der Zellen erhoben.

3.6 Zytotoxizitatstest (MTT-Assay)

3.6.1 Grundlagen

Der MTT-Assay stellt eine einfache Methode da, die zytotoxische Wirkung unter-
schiedlichster Substanzen auf Zellen zu untersuchen. Grundlage ist die Umsetzung
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des Tetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-
umbromid) durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem violetten Formazan-Pro-
dukt (Abb. 3-12). Als Endpunkt wird somit die mitochondriale Aktivitat noch lebender
Zellen erfasst. Der MTT-Assay wurde an unserem Institut durch Muller et al. etabliert
und optimiert'®®. Mit steigender Konzentration des Zytostatikums nimmt die Anzahl
der Uberlebenden Zellen und somit die Menge des gebildeten Farbstoffs ab (Abb.
3-13). Daraus konnen eine Dosis-Wirkungs-Kurve und der ECso-Wert ermittelt
werden. Die ECs ist in diesem Fall die Konzentration, bei der die Halfte der Zellen
abstirbt.

\ N s
Br S \/Z/
MTT Formazan

Abb. 3-12: Reaktion des Tetrazoliumsalzes MTT zum violetten Formazan.

Konzentratlon Zytostatlkum

Abb. 3-13: Schematische Darstellung eines MTT-Tests in einer 96-Well-Platte.
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3.6.2 Versuchsbedingungen

Ausgehend von der Bestimmung der Zellzahl erfolgte eine Aussaat von ca. 10000
Zellen pro Well in einer 96er Multiwell-Platte. Das Medium wurde 12 Stunden spéter
in den einzelnen Wells durch 100 pl platinkomplexhaltiges Medium unterschiedlicher
Konzentration ersetzt. Nach 72 Stunden Inkubationsphase wurde jedes Well mit 20
ul MTT-L6sung versetzt und die Multiwell-Platte fir etwa 60 Minuten im Inkubator
belassen, bis sich erste Formazan-Kristalle in Form von Nadeln bildeten. Zur Lyse
der Zellen und der entstandenen wasserunldslichen Formazan-Kristalle diente eine
Mischung aus Isopropanol und Salzsaure (s. Kap 3.1.4). Der Zusatz von HCI
verminderte durch Senkung des pH-Werts den Einfluss des im N&ahrmedium
enthaltenen pH-Indikators Phenolrot auf die Absorption der Losung. Die im Sauren
vorliegende gelbe Farbe des Indikators storte die Absorptionsmessung des
Formazans nicht. Die Absorptionsmessung erfolgte UV-spektrometrisch in einem
Multiwell-Reader bei 595 und 690 nm. Die Absorptionen bei 690 nm wurden zur Kor-
rektur von den Werten bei 595 nm abgezogen, damit das Ergebnis nicht durch die
Absorption von nicht umgesetztem MTT bzw. von Zellbestandteilen und Proteinen
verfalscht wurde. Die Ergebnisse wurden mit der Software GraphPad Prism® Version
4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) ausgewertet und aus den erhaltenen

Dosis-Wirkungs-Kurven der ECso-Wert ermittelt.

3.6.3 Bestimmung des Resistenzgrades

Aus den ermittelten ECso-Werten der verschiedenen untersuchten Platinkomplexe
wurde nach folgender Gleichung der Resistenzgrad (RG) bestimmt:

_ ECeores

RG =
ECsosens

Gl. 3-16

ECsores = ECs fur die cisplatinresistente Zelllinie A2780cis
ECsosens = ECs flr die cisplatinsensitive Zelllinie A2780

Der Resistenzgrad gibt an, in welchem Verhéaltnis die ECso-Werte der resistenten

Zelllinie und der sensitiven Zelllinie zueinander stehen.
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3.7 Quantifizierung der DNA-Platinierung

Eine Quantifizierung der DNA-Platinierung, berechnet als Platin-Nukleotid-Verhaltnis,
erfolgte sowohl nach Isolierung der Kalbsthymus-DNA aus den Gleichgewichts-
mikrodialysekammern als auch nach Inkubation von Tumorzellen mit verschiedenen
Platinkomplexen. Anschlie3end folgte eine Quantifizierung der DNA und der Platin-

menge aus derselben Probe.

Isolierung der DNA

Die DNA-Isolierung wurde durch Festphasenextraktion mittels QIAamp® DNA-Blood-
Mini-Kit (Qiagen, Hilden) durchgefuhrt. Hinsichtlich der Volumina der zugesetzten
Reagenzien und Puffer wurde das Probenaufarbeitungsprotokoll der Fa. Qiagen ein-
gehalten.

Die Aufarbeitung begann mit der Resuspendierung des Zellpellets mit 20 pl Protease
und 200 pl Lysepuffer (Puffer AL). Dieser Ansatz wurde unter Zugabe von 20 ul
RNAse-L6sung fur 15 Minuten im Ultraschallbad bei 56 °C inkubiert. Im Falle der
Isolierung der reinen Kalbsthymus-DNA aus den Gleichgewichtsmikro-
dialysekammern konnte auf den Zusatz von Protease und RNAse-LOsung verzichtet
werden. Anschliel3end wurde mit 200 pl 96 %-igem Ethanol (V/V) versetzt, gemischt,
das Lysat auf eine QlAamp®-Silikasdule aufgegeben und eine Festphasenextraktion
der DNA durchgeftuhrt (Abb. 3-14).

-

e
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Lyse Adsorption Reinigung Elution

Abb. 3-14: DNA-Isolierung aus Tumorzellen durch Festphasenextraktion*®?.
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Unter diesen Bedingungen (hohe Salzkonzentration, Ethanol, pH < 9) adsorbiert die
DNA an die Silikamembran, sodass in zwei Waschschritten Zellbestandteile von der
Saule gewaschen und die DNA aufgereinigt werden konnte. Dazu wurde jeweils 500
pl der Waschpuffer AW-1 und AW-2 auf die Saule gegeben und bei 6000 g fur 3
Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde die DNA in zwei Schritten mit jeweils 200
bzw. 100 pl des Elutionspuffers (Puffer AE; pH > 9) durch Zentrifugation bei 6000 g
fur 5 Minuten von der Saule eluiert. Das erhaltene Eluat wurde sofort weiter

verarbeitet oder bei -20 °C tiefgefroren.

Quantifizierung des DNA-Gehalts

Die Bestimmung der DNA-Konzentration und der Reinheit der isolierten DNA erfolgte
mittels UV-Spektrometrie. Dafir wurden die Proben mit Puffer AE auf eine
Konzentration von ca. 10 bis 50 ug DNA/mI verdiinnt und die Absorptionen bei den
Wellenlangen 260, 280 und 320 nm gegen Puffer AE als Referenz gemessen. Eine
Voraussetzung fur die Auswertbarkeit der Ergebnisse war eine Absorption bei 320
nm von < + 0,010. Dieser Wert diente als Nullwert und wurde von den Absorptionen
bei 260 bzw. 280 nm abgezogen. Wenn das Verhaltnis dieser korrigierten Ab-
sorptionen zwischen 1,7 und 1,9 lag, konnte eine vollstandige Abtrennung der
Proteine aus den Proben angenommen werden.

Der DNA-Gehalt [pg/ml] wurde aufgrund des linearen Zusammenhangs mit der korri-

gierten Absorption [Aze0*] bei 260 nm nach folgender Formel berechnet:

Cona = Azeo *-50 [ug/ml] Gl. 3-17

Aus der erhaltenen Konzentration und dem Volumen des Eluats konnte die absolute

Menge an DNA ermittelt werden. Daraus wurde mit Hilfe der durchschnittlichen mola-
ren Masse [M (Nukleotid) = 330 g/mol] die Stoffmenge an Nukleotiden berechnet. Die
DNA-Quantifizierung wurde von A.C. Pieck hinsichtlich Richtigkeit und Prazision

validiert'®3.
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Quantifizierung des Platingehalts

Die Quantifizierung des Platingehalts erfolgte mittels GF-AAS. Der verwendete
Kalibrierbereich richtete sich nach der zu erwartenden Konzentration (s. Kap. 3.3.2)
Das bei der DNA-Isolierung erhaltene Eluat wurde ohne weitere Aufarbeitung ver-

wendet.

Berechnung des Platin-Nukleotid-Verhaltnisses
Die gemessene Platinstoffmenge wurde anschlieBend auf die ermittelte Stoffmenge

an Nukleotiden bezogen und als Platinatome pro 1 Million Nukleotide dargestellt.

3.8 Proteinbestimmung

3.8.1 Grundlagen

Eine Proteinbestimmung wurde immer dann durchgefuhrt, wenn lange Inkubations-
zeiten notwendig waren, welche eine Vergleichbarkeit aufgrund verschiedener
Wachstumseigenschaften von sensitiven und resistenten Zellen verhinderte, oder ein
Verlust von Zellen durch Zelllyse (Eigenschaft eines untersuchten Platinkomplexes)
vermutet wurde. Zur Proteinbestimmung diente der BCA-Test-Kit der Firma Pierce.
Dieses Kit enthielt die Losungen A (BCA) und B (4 % CuSO4-5H,0). Das Prinzip
dieser Proteinbestimmung beruht darauf, das Proteine im alkalischen Milieu Cu®* zu
Cu’ reduzieren. Zwei Molekille BCA (Bichinolin-4-carbonsaure) reagieren dann mit

Cu’ unter Bildung eines intensiv purpur gefarbten Chelatkomplexes (s. Abb. 3-15).

Reaktion 1: Protein + Cu?* OH Cu*

Reaktion 2: Cut +BCA —

Abb. 3-15: Reaktion zur Proteinbestimmung.
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Teilvalidierung

Die Firma Pierce empfiehlt eine Auswertung mittels quadratischer Regression. Diese
Empfehlung widersprach eigenen Beobachtungen, nach denen ein linearer Zusam-
menhang vorhanden zu sein schien. Zur Klarung dieses Widerspruchs erfolgte eine
Teilvalidierung nach den FDA-Richtlinien, die in Kap. 3.2.2.3 beschrieben wurden.

Folgende Aspekte wurden untersucht:
e Linearitdt und Arbeitsbereich
e Prazision und Richtigkeit
e Bestimmungsgrenze

Die Zusammensetzung der verwendeten Arbeitslosungen zur Untersuchung der
Linearitdt kann Tab. 3-12 entnommen werden. Qualitatskontrollproben wurden aus

humanem Serumalbumin hergestellt und bei -20 °C eingefroren.

Tab. 3-12: Herstellung der Standards fir die Kalibrierung (angegeben ist das
zugesetzte Volumen in pl).

Lésun S1 S2 S3 S4 S5

g [25 pg/ml]  [50 pg/ml]  [75 pg/ml] [100 pg/ml] [200 pg/ml]
RSA [2 mM] 7,5 7,5 22,5 15 30
Wasser 592,5 292,5 578,5 285 270

Die Stabilitat der eingesetzten Rinderserumalbuminlésungen (RSA) wurde von der

Firma Pierce mit mehr als einem Jahr angegeben.

3.8.2 Messbedingungen

Probenaufarbeitung

Die entnommene Proteinmenge (20 pl Proteinlosung) wurde zur Zelllyse 30 Minuten
mit 10 ul 0,2 N NaOH versetzt und anschlie3end mit dem gleichen Volumen 0,1 N
HCI neutralisiert sowie eine geeignete Menge Wasser zur Verdinnung in den
Kalibrierbereich hinzugeflgt. Fur eine dreifache Bestimmung jeder Probe wurden

jeweils 20 pl des Ansatzes in 96-Well-Mikrotiterplatten mit 200 pl Reaktionslésung,
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bestehend aus 50 Teilen Losung A und einem Teil der Losung B, versetzt. Nach 60

Minuten Inkubation bei 60 °C erfolgte die Messung der Absorption bei 570 nm.

Kalibrierung
Auf jeder Mikrotiterplatte wurde eine Kalibrierung durchgefiihrt. Die Kalibrierung

wurde akzeptiert, wenn folgende Kriterien erfillt waren:

e Abweichung der Residuen < 15 %, am LLOQ: <20 %
¢ Mindestens drei von funf Standards, einschliel3lich des LLOQ- und des ULOQ-
Standards mussten vorangehende Kriterien erfillen

e Korrelationskoeffizient r 2 0,99 (lineare Regression, gewichtet 1/x)

Qualitatssicherung wéahrend der Messung

Zur Qualitatssicherung der Probenmessung dienten Qualitatskontrollproben (QC-
Proben) in drei Konzentrationen, die den gesamten Arbeitsbereich abdeckten (nied-
rige, mittlere und hohe Konzentration). Diese Qualitatskontrollproben wurden unab-
hangig von den Standards fur die Kalibrierung aus Rinderserumalbumin durch Mi-
schen mit Wasser hergestellt und in Aliquoten bei -24 °C eingefroren. Es wurden
mindestens drei Qualitatskontrollproben pro Mikrotiterplatte mittels einer Dop-
pelbestimmung vermessen (entspricht > 5 % aller Proben). Die berechneten
Konzentrationen von mindestens zwei der drei Qualitatskontrollproben je Platte

sollten dabei innerhalb von + 15 % des nominalen Wertes liegen.

3.9 Fluoreszenzassay

Zur Quantifizierung der  Aufnahme von Fluorescein gekoppeltem
Rinderserumalbumin (FITC-BSA) in Tumorzellen wurde ein Fluoreszenzassay
verwendet. Die Quantifizierung erfolgte mittels eines Fluoroscan Ascent®

Plattenlesegerates.

Teilvalidierung
Da diese Methode dazu dienen sollte, den Vergleich der Aufnahme von FITC-BSA in
sensitive und resistente Zellen zu ermoglichen, sowie den Einfluss verschiedener

Inhibitoren zu untersuchen, wurde eine Teilvalidierung notwendig. Diese
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Teilvalidierung wurde nach den FDA-Richtlinien, die in Kap. 3.2.3.3 beschrieben

wurden, durchgefuhrt. Folgende Aspekte wurden untersucht:

e Linearitdt und Arbeitsbereich

e Prazision und Richtigkeit (eingeschrankt)

e Bestimmungsgrenze

e Einfrier-Auftau-Stabilitdtt  der  eingesetzten FITC-Rinderserumalbumin

Stammldsung

Die Zusammensetzung der verwendeten Arbeitslésungen und Standards zur
Untersuchung der Linearitdt kann Tab. 3-13 entnommen werden. Die Arbeits-
l6sungen wurden jeweils frisch aus der FITC-Rinderserumalbumin-Stammiésung
durch Verdinnung mit 0,1 % Triton-PBS Puffer zubereitet. Qualitatskontrollproben in
niedrigen, mittleren und hohen Bereich wurden aus FITC-Rinderserumalbumin und
0,1 % Triton-PBS-Puffer hergestellt und bei — 20 °C eingefroren.

Tab. 3-13: Herstellung der Standards fir die Kalibrierung der FITC-BSA-Bestimmung
(angegeben ist das zugesetzte Volumen in pl).

Losung s1 S2 S3 sS4 S5 S6
[0.01 pg] [0,025pg] [0,05pg] [0,1ng] [0,25pg]  [0,5 pg]
[Fl'gi;:ﬁ 6 15 30
F['lTEg/Bj]A 6 15 30
Olgjég"_gﬂ]ff%r;' 594 585 570 594 585 570

3.9.1 Messbedingungen

Probenaufarbeitung

Das Zellpellet aus den Inkubationsversuchen (s. Kapitel 3.11.2) wurde zur Zelllyse 30
Minuten mit 600 pl 0,1 % Triton-PBS-Puffer versetzt. Die Lésung wurde danach bei
6000 g fur 5 Minuten zentrifugiert und mdgliche Matrixbestandteile abgetrennt. Fur
eine zweifache Bestimmung jeder Probe wurden jeweils 300 ul dieses Ansatzes in

96-Well-Mikrotiterplatten gegeben und die Fluoreszenz bei einer
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Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 538 nm

gemessen.

Kalibrierung

Auf jeder Mikrotiterplatte wurde eine Kalibrierung analog Kapitel 3.8.1 durchgefthrt.

Qualitatssicherung wéhrend der Messung
Die Qualitatssicherung der Probenmessung wurde mittels der hergestellten Quali-
tatskontrollproben (QC-Proben) analog Kapitel 3.8.1 durchgefihrt.

3.10 Lipophiliebestimmung

Als Mal fir die Lipophilie einer Substanz wird haufig das Verteilungsverhalten zwi-
schen einer organischen (n-Octanol) und einer wassrigen Phase herangezogen. Die
Bestimmung des Verteilungskoeffizienten n-Octanol / Wasser erfolgte nach der
OECD-Richtlinie’® zur Testung von Chemikalien mittels der Shake-Flask-Methode.
Hierzu musste ein Ansatz n-Octanol mit einer kleinen Menge doppelt destilliertes
Wasser und ein Ansatz doppelt destilliertes Wasser mit einer kleinen Menge an n-
Octanol 24 Stunden im Schittelinkubator bei 23 °C gesattigt werden. Nach
anschlieBender Phasentrennung wurde ein Gemisch im Verhaltnis 1:1 hergestellt,
der wassrigen Phase 8 uM Platinkomplex zugeflgt und dieser Ansatz fir eine
Stunde im Schittelinkubator bei 23 °C inkubiert. Es folgten zwei weitere Versuche,
bei denen das Volumenverhaltnis n-Octanol / Wasser verdoppelt bzw. halbiert wurde.
Jeder Ansatz erfolgte als Doppelbestimmung. Die Platinkonzentration in der
wassrigen Phase vor (Cp) und nach (C;) Inkubation wurde mittels AAS quantifiziert
und der Verteilungskoeffizient Pow errechnet (s. Gl. 3—17). Haufig findet auch die

logarithmierte Form des Verteilungskoeffizienten, der log P-Wert, Verwendung.

Co—-Ct

Co

Verteilungskoeffizient Pow: Pow = GL 3-18
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3.11 Zellinkubationsversuche mit Platinkomplexen

3.11.1 Ermittlung der intrazellularen Platinkonzentration

Ausgehend von Versuchsbedingungen die aus Vorarbeiten von J. Zisowsky hervor-
gingen®, wurden diese zur Substanz- und Aufwandsoptimierung auf 6-Well Platten
adaptiert.

3.11.2 Messung der zellularen Aufnahme niedermolekularer und

makromolekularer Platinkomplexe

Nach Bestimmung der Zellzahl (s. Kap 3.5.4) wurden je 2 - 10° Zellen auf sterile 6-
Well-Platten (10 cm?) ausgesat und den adharenten Zellen 5-8 Stunden Zeit gege-
ben, an den Boden der Platten anzuheften. Dann wurde das Uberstehende Medium
entfernt, durch 1 ml platinkomplexhaltiges [100 uM] Medium ersetzt und unterschied-
lich lange inkubiert. Direkt nach der Inkubation musste das platinhaltige Medium
schnell abgesaugt werden, um eine weitere Aufnahme der Platinkomplexe zu verhin-
dern. Es folgten zwei Waschschritte mit je 1 ml eisgekuhltem PBS-Puffer, die Reste
des Nahrmediums und der Platinkomplexe entfernen sollten. Danach erfolgte eine
Zugabe von 200 pl Trypsin-Losung (zur Ablésung der Zellen) je Well, welches nach
ca. 2 Minuten Einwirkzeit mit 1 ml Nahrmedium inaktiviert wurde. Durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren der Suspension konnten noch haftende Zellen abgelést und
anschlieBend in ein 2 ml Reaktionsgefal® Uberfihrt werden. Durch Zentrifugation fur
eine Minute bei 1000 g und 4 °C wurden die Zellen sedimentiert und im Anschluss
daran die Uberstehende Flussigkeit abgesaugt. Das so entstandene Zellpellet wurde
in 1 ml PBS-Puffer durch zehnmaliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Bei
Bedarf wurden 20 pl zur Proteinbestimmung entnommen. Nach Zentrifugation bei
6000 g fur eine Minute folgte ein weiterer Waschschritt mit 1 ml PBS-Puffer. Das
nach abschlieBender Zentrifugation erhaltene Pellet konnte eingefroren oder direkt
zur Vermessung der Platinkonzentration (s. Kap. 3.3.2), der Fluoreszenz (s. Kap.
3.9) oder zur Isolierung und Vermessung der DNA (s. Kap. 3.7) weiter verarbeitet

werden.
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3.11.3 Charakterisierung der Aufnahmemechanismen

makromolekularer Platinkomplexe

3.11.3.1 Endozytosemechanismen

Anhand dieser Untersuchung sollte geklart werden, ob die postulierte Aufnahme
unveranderter makromolekularer Platinkomplexe ein durch Endozytose vermittelter
Prozess ist, der durch entsprechende Inhibitoren gehemmt werden kann. Der Begriff
Endozytose ist ein Uberbegriff, der die Prozesse Phagozytose (die Aufnahme
groRerer Partikel) und Pinozytose (die Aufnahme von Flissigkeiten und Lésungen)
zusammenfasst. Haufig wird dieser Begriff aber synonym fir die Pinozytose
verwendet. Diese géngige Praxis wird im Folgenden beibehalten. Zurzeit sind vier
verschiedene grundsatzliche endozytotische Wege beschrieben, die in ihren
Einzelheiten komplex und noch nicht véllig aufgeklart sind. An dieser Stelle soll eine

vereinfachte Ubersicht gegeben werden (Abb. 3-16).

Pinozytose
Phsg;lozg/:‘qse . Makropinozytose
(Partikel abhangig) (>1pm)
Klathrin Caveolin Klathrin und
abhéngige abhangige Caveolin
Endozytose Endozytose unabhéngige
(~120 nm) (~60 nm) Endozytose

(~90 nm)

Abb. 3-16: Ubersicht tiber die verschiedenen Endozytosewege®°.

Als am Besten untersuchter und vermutlich bedeutendster Endozytoseweg gilt der
Klathrin abh&ngige Weg, der friher auch als Rezeptor vermittelter Endozytoseweg
(receptor-mediated endocytosis) bezeichnet wurde. Diese Bezeichnung ist obsolet,
da heute bekannt ist, dass auch an den meisten anderen Endozytoseprozessen

spezifische Rezeptor-Ligand-Interaktionen beteiligt sind. Bei der Klathrin abhangigien
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Endozytose lagern sich ligandenbeladene Rezeptoren mit dem Protein Klathrin in der
Membran zusammen und bilden Einstilpungen, die so genannten ,Klathrin
bedeckten Gruben® (clathrin-coated pits). Diese stellen den Ausgangspunkt fir die
Endosomenbildung dar'®®. Ein zweiter Weg ist die Caveolin abhangige Aufnahme.
Hierbei bilden sich kurze, tubulusartige Einstllpungen, die durch eine dichte Packung
aus Cholesterol und Glykosphingolipiden, den sogenannten lipid rafts®,
gekennzeichnet sind. Das Protein Caveolin interagiert mit diese Strukturen und
bewirkt so die Endozytose'®. Uber die Klathrin und Caveolin unabhangige
Endozytose ist bisher wenig bekannt. Als gesichert gilt eine Beteiligung weiterer
lipidreicher Mikrodomanen (rafts) auf der Plasmamembran®®®*®*. Die vierte Form, die
Makropinozytose, ist ebenfalls noch wenig untersucht. Rezeptorunabhangig bilden
sich durch vom Zytoskelettprotein Aktin hervorgerufene Einstilpungen der
Zellmembran grof3e Vesikel, die hohe Volumina an extrazellularem Milieu aufnehmen
konnen!®*192, Diese Vorgange werden in vielen Zelltypen durch Wachstumsfaktoren

stimuliert.

Charakterisierung der Aufnahme von Albumin

Um den Substanzaufwand der nur in Kkleinem Mal3stab synthetisierten
Platinkomplexe gering zu halten, erfolgten die Charakterisierung der Aufnahme
makromolekularer Substanzen in die Tumorzellen sowie die Vorversuche zur
Auswahl geeigneter Inhibitoren und Inhibitionsbedingungen unter Verwendung von
FITC-Rinderserumalbumin (FITC-BSA) als Modellsubstanz. Die Art der Aufnahme
von Albumin scheint durch chemische Modifikationen nicht beeinflusst zu werden®,
Die Aufnahmeversuche wurden analog Abschnitt 3.11.1. durchgefuihrt. Das Medium
enthielt anstatt der 100 mM Platinkomplexe 20 pg/ml FITC-BSA (2 ul der
Stammldsung in 998 pl Medium), ausgehend von der Publikation von Yumoto et
a|.193

. Die Quantifizierung erfolgte mittels des entwickelten und validierten Fluo-

reszenzassays (s. Kap 3.9).

Inhibition der Aufnahme makromolekularer Substanzen

Der Endozytoseweg, Uber den Albumin in die Zelle gelangt, ist nicht eindeutig

194,193,190

geklart. Einige Arbeitsgruppen identifizierten die Klathrin abhéangige , andere

die Caveolin vermittelte’®>!%°1%° Endozytose als maRgeblichen Mechanismus.
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Vermutlich ist der Aufnahmeweg entscheidend vom untersuchten Zelltyp abhangig.
Zum Nachweis der Aufnahme durch Endozytose sollte die Aufnahme der
makromolekularen Substanzen durch Verwendung von Endozytoseinhibitoren
blockiert werden. Hierzu wurden zur Beeinflussung beider postulierter
Aufnahmewege R-Methylcyclodextrin  und Bafilomycin A; ausgewahlt. R3-
Methylcyclodextrin 16st Cholesterol aus Membranen und inhibiert damit den Caveolin
vermittelten Endozytoseweg. Bafilomycin A; ist ein spezifischer Inhibitor der
vakuolaren H'-ATPase und inhibiert die Klathrin abhangige Endozytose. Die
vakuolare H*-ATPase ist in der endosomalen Membran lokalisiert und verantwortlich
fur die Erniedrigung des pH-Werts in den Endosomen. Der niedrige pH-Wert ist
essentiell fur die Dissoziation von Ligand und Rezeptor nach rezeptorvermittelter
Endozytose. Zu Beginn erfolgte eine Optimierung der von Yumoto et al.!®®
verwendeten Bedingungen durch Inhibitionsversuche der Endozytose von FITC-
Rinderserumalbumin. Diese Ergebnisse wurden dann fir Inhibitionsversuche der

Aufnahme der Platinkomplexe verwendet.

Inhibition mit B-Methylcyclodextrin

Die Zellen wurden 10 Minuten mit 5 mM R-Methylcyclodextrin in PBS-Puffer vorinku-
biert. Danach folgte ein Aufnahmeversuch mit FITC-BSA Uber 60 Minuten analog
Abschnitt 3.11.2, wobei dem verwendeten Medium ebenfalls 5 mM [3-Methylcyclo-
dextrin zugesetzt wurde. Es erfolgten grundsatzlich Kontrollversuche unter gleichen
Bedingungen ohne R-Methylcyclodextrin. Die Quantifizierung wurde mittels des ent-
wickelten und validierten Fluoreszenzassays (Abschnitt 3.9) durchgefuhrt.
Ausgehend von den Ergebnissen aus diesen Versuchen wurden die Bedingungen fur
die Experimente zur Inhibition der Aufnahme der Platinkomplexe festgelegt, die Tab.
3-14 entnommen werden kénnen. Die Kontrollversuche erfolgten unter gleichen
Bedingungen ohne [3-Methylcyclodextrin. Die aufgenommene Platinmenge wurde
durch Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt (s. Kap. 3.3.2).



104 Material und Methoden

Tab. 3-14: Bedingungen der Inhibitionsversuche mit 3-Methylcyclodextrin.

Substanz Vorinkubation Inkubation Messmethode
FITC-Rinder- 10 Minuten 60 Minuten
serumalbumin 5 mM R-MCD 20 pg/ml FITC-BSA Fluoreszenz
(FITC-BSA)  in PBS-Puffer 5 mM R-MCD in Medium
10 Minuten 120 Minuten
Platinkomplexe 2,5 mM [3-MCD 100 uM Platinkomplex AAS
in PBS-Puffer 2,5 mM R-MCD in Medium

Inhibition mit Bafilomycin A;

Die Zellen wurden 30 Minuten mit 100 nM Bafilomycin A; in PBS-Puffer vorinkubiert.
Danach folgte ein Aufnahmeversuch mit FITC-BSA lber 60 Minuten analog Abschnitt
3.11.2. Es erfolgten grundsatzlich Kontrollversuche unter gleichen Bedingungen
ohne Bafilomycin A;, die insbesondere aufgrund des Gehalts an DMSO (DMSO
besitzt  permeabilititserhbhende  Eigenschaften) notwendig waren. Die
Quantifizierung wurde mittels des entwickelten und validierten Fluoreszenzassays
(Kap. 3.9) durchgefthrt.

Die aus den Ergebnissen dieser Experimente hervorgegangenen Bedingungen fir
die Versuche zur Inhibition der Aufnahme der Platinkomplexe gibt Tab. 3-15 wieder.
Die Kontrollversuche erfolgten unter gleichen Bedingungen ohne Bafilomycin A;. Die
Quantifizierung wurde mittels Atomabsorptionsspektrometrie durchgefuhrt (s. Kap.
3.3.2).

Tab. 3-15: Bedingungen der Inhibitionsversuche mit Bafilomycin A;.

Substanz Vorinkubation Inkubation Messmethode
FITC-Rinder- 30 Minuten 60 Minuten
serumalbumin 100 nM BafA; 20 pg/ml FITC-BSA Fluoreszenz
(FITC-BSA)  inPBS in Medium
60 Minuten
. 120 Minuten
Platinkomplexe 100 nM BafA; nu AAS

in PBS 100 pM Platinkomplex
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3.11.4 Membranpraparation

Zur Untersuchung der unterschiedlichen Lokalisation der Oxaliplatin-Analoga wurde
eine Membranpraparation durchgefuhrt. Hierzu wurde abweichend von der in Kap.
3.11.2 beschriebenen Vorschrift ein Aufnahmeversuch mit 5 -10° Zellen durchgefiihrt
und das erhaltene Zellpellet mit 5 ml Purelab Plus®-Wasser resuspendiert. Nun folgte
eine Zerstérung der Zellen mit dem Polytron®-Biohomogenisator. Mit einer
Hochleistungszentrifuge konnte durch 10-mindtige Zentrifugation bei 2 °C und
40.000 g eine erste Trennung der Zellmembran vom Cytosol vorgenommen werden.
Der Uberstand wurde abgenommen und zur Messung der cytosolischen
Platinkonzentration verwahrt. Durch drei weitere Zentrifugationsschritte unter
selbigen Bedingungen, bei denen jeweils mit 5 ml Purelab Plus®-Wasser gewaschen
wurde, erfolgte eine Aufreinigung der Membran. Das erhaltene Zellpellet diente zur

Quantifizierung der membrangebundenen Platinfraktion.

3.12 Statistische Datenanalyse

3.12.1 Deskriptive Statistik

Zur zusammenfassenden Darstellung der Daten wurden folgende Lage- und Streu-

malfie berechnet:

Arithmetischer Mittelwert (X ): X = Gl. 3-19

Standardabweichung (SD): SD = Gl. 3-20

X = Mittelwert aus n Einzelmessungen
Xj = Messwert
n = Anzahl der Messungen

Relative Standardabweichung (RSD) =
Variationskoeffizient (VK): VK =RSD = STD-100 [%0] Gl 3-21
X
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SD
Standardfehler (SE): SE =—= Gl. 3-22
(SE) 7n
Spannweite (range): Die Spannweite wird durch den grof3ten

(Maximum) und kleinsten Wert (Mini-
mum) terminiert.
Der Standardfehler wurde immer dann verwendet, wenn die Mittelwerte verschiede-
ner Versuche mit unterschiedlichem Stichprobenumfang vergleichend dargestellt

wurden.

3.12.2 Statistische Tests zur Uberprifung von Unterschiedshypothesen

Mit Hilfe der Teststatistik wird beurteilt, welche von zwei gegensatzlichen
Hypothesen (Nullhypothese oder Alternativhypothese) tber die Grundgesamtheit von
Messwerten angenommen werden kann. Die zu beweisende Theorie wird dabei als
Alternativhypothese formuliert und die Entscheidung ob diese akzeptiert werden
kann, von der Nullhypothese aus getroffen. Ziel der Teststatistik ist es, die
Wahrscheinlichkeit (p) zu berechnen, mit der die Nullhypothese falschlicherweise
abgelehnt  wird  (Irrtumswahrscheinlichkeit). Je nach Fragestellung und
Beschaffenheit der Messwerte wurde ein entsprechender statistischer Test
ausgewahlt. Das Ergebnis wurde als signifikant betrachtet, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit bei oder unter 5 % lag (p < 0,05). Bei Irrtums-
wahrscheinlichkeiten von p < 0,01 lag ein hoch signifikantes, bei p < 0,001 ein héchst
signifikantes Ergebnis vor. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Tests werden
im Folgenden kurz erlautert.

Die Testauswahl zur Testung von Unterschiedshypothesen erfolgte immer in Abhan-
gigkeit von Skalierung und Verteilung der Daten, der Stichprobengrtf3e und der
Anzahl der untersuchten Gruppen. Des Weiteren wurde bericksichtigt, ob die
Variablen voneinander abhangig sind oder nicht. Da aufgrund der aufwandigen
Zellkulturversuche in der Regel ein geringer Stichprobenumfang von 3-6 vorlag,
wurde auf eine Prifung auf Normalverteilung und Varianzhomogenitat verzichtet.
Eine Normalverteilung ist Voraussetzung fir die Anwendung parametrischer
Testverfahren fur intervallskalierte und normalverteilte Variablen, sodass

grundsatzlich nichtparametrische Tests zur Anwendung kamen. Eine Ubersicht tber
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diese Testverfahren fir ordinalskalierte Werte bzw. nicht-normalverteilte

intervallskalierte Variablen gibt Tab. 3-16.

Tab. 3-16: Statistische Tests zur Prtfung von Unterschiedshypothesen.

Test Skalierung Spt\irc]:zkﬁ)hrloctjjirn Abhangigkeit
Mann-Whitney-U-Test ordinal* 2 unabhangig
Wilcoxon-Test ordinal* 2 abhangig
Kruskal-Wallis-Test ordinal* >2 unabhangig
Friedman-Test ordinal* >2 abhangig

* oder nicht-normalverteilt, intervallskaliert

Eine Ausnahme wurde dann gemacht, wenn das Ziel darin lag, zu zeigen, dass zwi-
schen zwei Datensatzen kein Unterschied vorhanden war. Dies ist normalerweise mit
dem Kkleinen Stichprobenumfang und gegebenen statistischen Tests nicht mdglich.
Um hier das Ergebnis absichern zu kdnnen, wurde der Stichprobenumfang erhoht,
mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung geprift und, falls kein Widerspruch
vorlag, ein parametrischer t-Test verwendet, da dieser Unterschiede besser

erkennen kann, als die entsprechenden nichtparametrischen Tests.

3.12.3 Korrelationsanalyse

Bei einer Korrelationsanalyse wird die Existenz, Starke und Richtung eines Zusam-
menhangs zwischen zwei Variablen untersucht. Die Berechung grindet sich auf
Wertepaare, die aus den zugrunde liegenden abhangigen Stichproben gebildet wer-
den. Die Starke des Zusammenhangs wird mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten r
charakterisiert, der Werte zwischen -1 und +1 annehmen kann. Liegt ein starker Zu-
sammenhang vor, so ist r = 1; existiert gar kein Zusammenhang zwischen den bei-
den Variablen, so ist r = 0. Negative Korrelationskoeffizienten deuten auf einen ge-
genlaufigen Zusammenhang hin. Die in Tab. 3-17 genannten Grenzen wurden zur

Beschreibung des Ausmalies einer Korrelation herangezogen.
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Tab. 3-17: Ausmal3 des Zusammenhangs zwischen zwei Variablen in Abhangigkeit
vom Korrelationskoeffizienten.

Korrelationskoeffizient Ausmald der Korrelation
r=0,9 sehr hoch
r<o0,9 hoch
r<o0,7 mittel
r<o,5 gering
r<o,2 sehr gering

Die Berechung des Korrelationskoeffizienten hangt vom Skalenniveau, der Verteilung
der zu untersuchenden Variablen und der Art des untersuchten Zusammenhangs ab.
Bei intervallskalierten und normalverteilten  Variablen sowie linearen
Zusammenhangen wurde in der Regel der Korrelationskoeffizient nach Pearson, bei
mindestens einer ordinalskalierten oder nicht-normalverteilten Variable der
Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall berechnet. Die Normalverteilung ist fur die
Korrelation nach Pearson keine Voraussetzung, aber fir eine anschlieRende Prifung
auf statistische Signifikanz, welche auf parametrischen Testverfahren beruht,
notwendig. In Fallen, in denen die Datenlage auf einen linearen Zusammenhang
hinwies, aber der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung negativ ausfiel, wurde
dieser lineare Zusammenhang mit Hilfe der Korrelation nach Pearson untersucht,
eine lineare Regression durchgefiuhrt und auf die Angabe eines p-Werts

(Irrtumswabhrscheinlichkeit) verzichtet.

3.12.4 Regressionsanalyse

Die Regressionsanalyse quantifiziert den Zusammenhang zwischen einer unabhan-
gigen und einer abhéngigen Variablen. Sie dient dazu, Zusammenhange zu erken-
nen, die Art des Zusammenhangs zu erklaren und den Wert der abhéngigen aus den
Werten der unabhéangigen Variablen vorherzusagen. Bei der einfachen linearen Reg-
ression mir nur einem unabhéngigen Parameter wird, basierend auf dem Prinzip der
kleinsten Fehlerquadrate, eine Geradengleichung ermittelt, die den linearen Zusam-
menhang zwischen der unabhangigen Variablen x und der abhangigen Variableny
beschreibt:
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y=a-x+b Gl. 3-23

a = Steigung

b = Ordinatenabschnitt

Auch bei der linearen Regression wird der Korrelationskoeffizient (nach Pearson)

herangezogen, um das Ausmall der Korrelation (oder Nicht-Korreation) zu

beurteilen. Zur Berechnung des mittleren Korrelationskoeffizienten (F) wurde
zunadchst eine Z-Transformation nach Fisher vorgenommen (s. GIl. 3-24) und
anschlieend das arithmetische Mittel der Z-Werte zurticktransformiert (s. Gl. 3-25).

7 =05 |n[l+—rj
1-r Gl. 3-24

e*” -1
r =

Y
e +1 Gl. 3-25
Z = transformierter Korrelationskoeffizient (nach Fisher)

Diese Umrechnung erfolgte vor dem Hintergrund, dass die Werte fir den
Korrelationskoeffizienten nicht MalRzahlen einer Kardinalskala sind und somit der
Mittelwert der Korrelationskoeffizienten ohne vorherige Z-Transformation nicht

interpretierbar ist'®.
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4 Ergebnisse der Methodenentwicklung und -validierung

4.1 CE-Methode zur Untersuchung der Platin-Nukleotid-
Adduktbildung

4.1.1 Optimierung der Trennung der Platin-Nukleotid-Addukte

Zu Beginn wurde versucht, eine bestehende Methode von U. Warnke* zu
ubernehmen. Die von U. Warnke entwickelte Methode nutzt einen Trennpuffer
bestehend aus Ammoniumacetat 16,2 mM mit einem pH-Wert von 9,8. Die Trennung
erfolgt bei 20 kV und 25 °C. Diese Methode eignete sich aus mehreren Griinden nur
begrenzt fir die Untersuchung und den Vergleich strukturell unterschiedlicher
Platinkomplexe. Zum einen wurde im Fall der albuminbindenden Platinkomplexe
(PLO4, PLO7) ein Abbauprodukt detektiert, welches mit den potentiell entstehenden
monofunktionalen Addukten komigriert, zum anderen war das Zeitfenster
(Detektionsfenster) in dem die Addukte detektiert wurden sehr schmal und
insbesondere die Trennung des bifunktionalen dGMP-Addukts von dAMP
unzureichend (s. Abb. 4-1).

0,010+
dAMP dGMP
(koinjizierty || (koinjiziert
0,0084  dAMP MF
dGMP O/N Chelat dGMP/dAMP
=) PLO7 HP BF
< 0,006 dAMP BF
c
.0
g- 0,004- dGMP BF
3
<
0,002- LJ
0,000 : : , . ' | ' | | |
4 6 8 10 12 14

Zeit [min]

Abb. 4-1: Elektropherogramm von Cisplatin nach 12 Stunden Inkubation mit dAMP
und dGMP (Methode U. Warnke) und darauf folgender Koinjektion von
dAMP, dGMP und PLO7 (MF=monofunktionales Addukt, BF=bifunktionales
Addukt, HP= Abbauprodukt).
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Da die Reaktivitat verschiedener Platinkomplexe gegeniber dAMP und dGMP
untersucht werden sollte, bestand die Mdglichkeit, dass minimale strukturelle
Variationen am stabilen Liganden der Platinkomplexe aufgrund veranderter Masse
zu einer Veranderung der Migrationszeit des bifunktionalen dGMP-Addukts flhren
und dieses dann mit dAMP komigriert. Die Methode von U. Warnke wurde deshalb

optimiert und anschlie3end neu validiert.

pH-Wert gesteuerte Trennungsoptimierung

Der von U. Warnke verwendete Ammoniumacetatpuffer, welcher fur die CE/MS
Kopplung notwendig war, wurde aufgrund mangelnder Pufferkapazitdt gegen den
gebrauchlichen und stabilen Boratpuffer [LO0 mM] ausgetauscht.

Im ersten Schritt wurde eine pH-Wert gesteuerte Trennungsoptimierung
durchgefiihrt. Eine Anderung des pH-Werts resultierte in einer Veranderung der
Migrationszeit des bifunktionalen dGMP-Addukts, sodass bei einem pH-Wert von 9,1
ein deutlich vergréRRertes Detektionsfenster fur dieses Addukt entstand. Abb.4-2 zeigt
an einem Beispiel von vier Puffern das pH-abhangige Migrationsverhalten dieses
Addukts.

dAMP/dGMP BF dAMP dGMP
dGMP BF
pH 8,8
pH 9,1
pH 9,3
pH 9,8

Migrationszeit

Abb.4-2: Optimierung der Trennung des bifunktionalen dGMP-Addukts
(BF=bifunktionales Addukt).
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Die Anderung der pH-Werte bewirkte allerdings keine Verbesserung der Trennung
des Abbauprodukts der albuminbindenden Platinkomplexe von potentiellen
monofunktionalen Addukten. Deshalb wurde versucht, mit unterschiedlich grofR3en
Mengen des Micellbildners SDS und Zusatz von Ethanol Uber die micellare
elektrokinetische Chromatographie eine Auftrennung zu erreichen. Es zeigte sich,
dass auch mit dem Micellbildner SDS und Ethanol keine Trennung zu erreichen war.
Des Weiteren entstanden deutliche Verschiebungen des Adduktmusters, die eine
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von U. Warnke verhinderten und eine
aufwandige Identifikation der Addukte durch CE/MS-Kopplung notwendig gemacht
hatten. Vor diesem Hintergrund wurde eine Optimierung unter Veranderung der

Pufferkonzentration durchgefuhrt.

Elektrolytkonzentration gesteuerte Trennungsoptimierung

Abb. 4-3 ist zu entnehmen, dass eine Erhdéhung der Pufferkonzentration die
Auftrennung der Analyten deutlich verbesserte. Dieser Effekt ist durch eine Zunahme
der Peakscharfe aufgrund einer Aufkonzentrierung der Probe in der Kapillare
(stacking, s. Kap. 3.2.1) erklarbar. Zusatzlich verbesserte die Verringerung des EOF

durch Abnahme des Zetapotentials die Trennung.

dAMP| . HP
dGMP MF
OIN Chelat}

Borat 400 mM

JL BOI’at 300 mM

w Borat 200 mM
w Borat 150 mM

Ammoniumacetat 16,2 mM

Migrationszeit

Abb. 4-3: Optimierung der Trennung potentieller monofunktionaler Addukte vom
Abbauprodukt der albuminbindenden Platinkomplexe
(MF=monofunktionales Addukt).
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Auf eine hohere Elektrolytkonzentration als 400 mM Borat wurde verzichtet, da
dadurch zum einen der Strom steigt, was zu einer starkeren Joule’sche Erwarmung
fuhrt, und zum anderen die Analysenzeit deutlich zunimmt. Eine weitere geringfiigige
Verbesserung der Trennung erfolgte durch ein Absenken der Kapillartemperatur von
25 auf 19 °C. Abb. 4-4 zeigt ein Elektropherogramm, erzeugt mit der fur die Analytik
der Platin-Nukleotid-Addukte verwendeten Methode.

dAMP dGMP/dAMP

dGMP  dAMP dGMP
0,010 - PLO7 HP BF BF BF  (koinjiziert) (koinjiziert)
dGMP
MF
0,008 -
? dAMP
'E' MF
S 0,006 -
g' {1 dGMP
n O/N
i e | W N 1 O O
M i il L
0,002 -
10 15 20
Zeit [min]

Abb. 4-4: Elektropherogramm von Cisplatin nach 12 Stunden Inkubation mit dAMP
und dGMP (400 mM Borat, pH 9,1, 20 kV, 19 °C) und darauf folgender
Koinjektion von dAMP, dGMP und PLO7 (MF=monofunktionales Addukt,
BF=bifunktionales Addukt, HP=Abbauprodukt).

Wie aus dem Elektropherogramm ersichtlich, ist es mit dieser Methode mdglich, das
Abbauprodukt der albuminbindenden Platinkomplexe von monofunktionalen
Addukten zu trennen. Weiterhin wurde die Trennung des bifunktionalen dGMP-
Addukts von dAMP optimiert. Die VergroRerung des Detektionsfensters (zwischen
erstem Addukt und dAMP) flir verschiedene Addukte — von ca. 5 Minuten bei der
Methode von U. Warnke auf ca. 14 Minuten — erlaubt mehr Spielraum bei der
Analyse neuer, strukturell abgewandelter Platinkomplexe und wiegt den Nachtell

langerer Analysenzeiten auf.



114 Ergebnisse der Methodenentwicklung und -validierung

4.1.2 Validierung

Da weitreichende Anderungen der Methode notwendig waren und die Methode zur
Routineanalytik eingesetzt werden sollte, wurde entschieden, eine vollstandige

Validierung durchzufihren.

4.1.2.1 Nachweisgrenze

Nach Optimierung der Trennbedingungen wurde die Nachweisgrenze, basierend auf
einem Signal-Rausch-Verhaltnis von mindestens drei, experimentell bestimmt. Fur
beide Nukleotide konnte eine Nachweisgrenze von 2 uM unter Verwendung der UV-

Detektion bei 254 nm ermittelt werden.

4.1.2.2 Linearitat

Zunachst wurde getestet, ob die Verwendung eines internen Standards eine
Verbesserung der Anpassung bewirkt. Durch den internen Standard sollten zwei
Nachteile der Methode aufgehoben werden. Durch eine starkere Joule’sche
Erwdrmung aufgrund der relativ hohen Elektrolytkonzentration kann es zur
Ausdehnung der Flussigkeit in der Kapillare kommen, was zu einer schlechteren
Injektionspréazision durch Verlust von Probe am Kapillareinlass fuhrt. Die
Verwendung sehr kleiner Probenvolumina (100 pl) verursachte durch Verdunstungs-
effekte eine mangelnde Stabilitdt im Autosampler, die auch bei der Validierung der
Methode von U. Warnke beschrieben wurde®. Als interner Standard fand das
Nukleotid TMP (4 pL Stammlésung TMP in 96 pl Probe = 120 uM TMP) Verwendung,
da hier wegen der geringen Basizitat eine vernachlassigbare Reaktivitat gegentber
Platinkomplexen bekannt war und TMP gunstige Migrationseigenschaften besitzt
(TMP wird kurz nach dAMP und dGMP bei guter Basislinientrennung detektiert)***,
Insgesamt wurden sechs Kalibriergeraden (Konzentrationsereich 5-150 uM, sechs

Standards) ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Tab. 4-1 zusammengefasst.
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Tab. 4-1: Korrelationskoeffizienten (r) und Residuen der Kalibriergeraden der
Nukleotide dAMP und dGMP in Abhangigkeit vom verwendeten linearen
Regressionsmodell mit und ohne internen Standard (1.S.).

Gultekriterien dAMP dGMP dAMP + |.S. dGMP + I.S.

linear (ungewichtet)

r 0,9935 0,9940 0,9983 0,9986
Residuen (n = 36)
Spannweite [%] -266 - 1383 -584 - 133 -12,3 - 80,6 -20,7 - 16,6

Mittelwert” [%6] 64,0 36,7 12,8 5,3
linear (Wichtung 1/x)
r 0,9935 0,9950 0,9982 0,9990
Residuen (n = 36)
Spannweite [%0] -21,9-418 -18,8-40,1 -12,5-14,6 -7,5-11,7
Mittelwert# [%] 9,1 7,5 5,3 3,6
linear (Wichtung 1/x?)
r 0,9930 0,9950 0,9972 0,9987
Residuen (n = 36)
Spannweite [%0] -15,8 - 29,6 -12,9-25,4 -12,6 - 12,1 -8,8-8,3
Mittelwert” [%6] 6,7 5,5 4,5 3,1

" Mittelwert des Korrelationskoeffizienten, Berechnung nach Gl. 3-24 bzw. Gl. 3-25 (n = 6)
* Die Mittelwerte wurden nach Betragsbildung berechnet.

Wie sich anhand der Residuen deutlich erkennen lasst, ist der Einsatz eines internen
Standards notwendig. Es empfiehlt sich, zuséatzlich eine Wichtung vorzunehmen, da
Homoskedastizitat, d.h. Varianzenhomogenitat der Messwerte, bei groRen
Arbeitsbereichen (> Faktor 10) in aller Regel nicht gegeben ist. Dadurch wird ein zu
starker Einfluss der hohen Messwerte auf die Regression vermieden'®°. Die beste
Anpassung wurde durch eine lineare Regression, gewichtet 1/x? ermittelt. Bei
diesem Modell lagen die Residuen zwischen -12,6 und 8,3 %, die Mittelwerte (n = 36)
zwischen 3,1 und 4,5 %. Ausreil3er (Residuen > 15 %, am LLOQ > 20 %) wurden
unter Verwendung dieses Modells nicht gefunden. Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse wurde dieses Modell zur Quantifizierung der Nukleotide dAMP und
dGMP gewahlt.

Abb. 4-5 zeigt zwei charakteristische, 1/x* gewichtete Kalibriergeraden fiir JAMP und
dGMP.
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— Berechnete Kalibriergerade
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Abb. 4-5: Charakteristische Kalibriergeraden der Nukleotide dAMP und dGMP bei
Verwendung eines internen Standards, Wichtung 1/x°.

4.1.2.3 Bestimmungsgrenze

Als Bestimmungsgrenze wurde fur die Nukleotide eine Konzentration von 5 uM

ermittelt. Tab. 4-2 zeigt die Daten zur Prazision und Richtigkeit beziglich des LLOQ.

Sie demonstrieren, dass das jeweilige LLOQ mit hinreichender Prézision und

Richtigkeit erfasst werden konnte (relative Standardabweichung und relativer Fehler

nicht grofer als 20 %).

Tab. 4-2: Prazision und Richtigkeit am LLOQ (n=5).

dAMP dGMP
LLOQ [pM] 5,0 5,0
Prazision, VK [%)] 10,0 8,3
Richtigkeit [%6] 91,6 102,5
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4.1.2.4 Prazision und Richtigkeit

Wiederholprazision

Die Wiederholpréazision wurde ermittelt, indem dieselbe Probe funfmal hintereinander
injiziert wurde. Sie wurde fur drei verschiedene Konzentrationen der Nukleotide
untersucht. Tab. 4-3 zeigt, dass die Variationskoeffizienten der Wiederholprazision

fur alle Konzentrationen durchweg unter 3 % lagen.

Tab. 4-3: Wiederholprazision der entwickelten Methode (n = 5).

, Wiederholprazision, VK [%)]
Konzentration [uM]

dAMP dGMP
120 2,7 2,8
60 2,6 1,4
20 2,7 2,8

Methodenprazision (Within-day-Préazision)
Die Variationskoeffizienten der Within-day-Prazision kénnen Tab. 4-4 entnommen

werden.

Tab. 4-4: Within-day-Prazision der entwickelten Methode (n = 5).

, Within-day-Prazision, VK [%]
Konzentration [uM]

dAMP dGMP
120 1,2 1,3
60 1,4 11
20 1,9 2,2

Alle ermittelten Variationskoeffizienten lagen unter 3 %. Die Ergebnisse zeigen die
hohe Prazision der Methode.

Vergleichsprézision (Between-day-Prazision)

Die berechneten Variationskoeffizienten der Between-day-Prézision finden sich in
Tab. 4-5. Die Between-day-Prazision gilt als Kriterium der Reproduzierbarkeit der
Methode Uber einen langeren Zeitraum. Erwartungsgemald war die Streuung der

Messergebnisse hier etwas grofRer als bei der Within-day-Prazision.
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Tab. 4-5: Between-day-Prazision der entwickelten Methode (n = 5).

_ Between-day-Prazision, VK [%)]
Konzentration [uM]

dAMP dGMP
120 4,0 4,1
60 6,2 2,6
20 5,7 3,3

Richtigkeit

Zur Untersuchung der Richtigkeit wurden drei QC-Proben [120, 60 und 20 uM]
sowohl an einem Tag (Within-day-Richtigkeit) als auch an funf aufeinander folgenden
Tagen (Between-day-Richtigkeit) vermessen. Die Richtigkeit wurde nach Gl. 3-12
berechnet. In Tab. 4-6 und Tab. 4-7 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tab. 4-6: Within-day-Richtigkeit der Methode (n = 5).
Richtigkeit [%]

Konzentration [uM]

dAMP dGMP
120 105,3 99,8
60 101,9 94,9
20 104,8 99,5

Tab. 4-7: Between-day-Richtigkeit der Methode (n = 5).

_ Richtigkeit [%]
Konzentration [uM]

dAMP dGMP
120 101,4 99,9
60 102,3 98,5
20 100,2 98,6

Die berechneten Konzentrationen wichen in allen Fallen um weniger als + 6 % von

den Nominalwerten ab.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Methode hinsichtlich Préazision und

Richtigkeit die Akzeptanzkriterien der FDA, wonach Variationskoeffizient und relativer

Fehler nicht gréRer als 15 % sein diirfen, erfillt*"®.
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4.1.2.5 Stabilitdt im Autosampler

Die Ergebnisse aus Tab. 4-8 verdeutlichen, dass die Stabilitdt der Kalibratoren und
Qualitatskontrollproben tber 12 Stunden gewahrleistet ist. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass Proben, die Oxaliplatin enthielten, bei Raumtemperatur im
Autosampler Uber sechs Stunden keiner quantitativ bedeutenden Umsetzung mit
Nukleotiden unterlagen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden bis zu 12 Messproben, die Oxaliplatin oder
Carboplatin enthielten — Carboplatin ist unter den gewéhlten Bedingungen deutlich

weniger reaktiv — nacheinander vermessen.

Tab. 4-8: Stabilitat im Autosampler in An- und Abwesenheit von Oxaliplatin.

Stabilitat im Autosampler nach 12 h [%)]

Konzentration [uM] dAMP dGMP
120 98,1 99,1
60 97,8 98,6
20 95,1 96,4

Stabilitat im Autosampler nach 6 h [%]
in Anwesenheit von Oxaliplatin

120 100,2 99,4
60 100,1 98,2
20 100,5 100,1

4.2 CE-Methode zur Untersuchung der Albuminbindung

4.2.1 Trennung

Die Untersuchung der Albuminbindung der albuminbindenden Platinkomplexe sollte
aufgrund der pH-Abhangigkeit (vgl. Kap 1.5.1) bei einem physiologischen pH-Wert
(pH 7,4) erfolgen. Eine ausreichende Basislinientrennung von Albumin und
ungebundenem Platinkomplex gelang auf Anhieb mit einem Trennpuffer bestehend
aus 0,02M Phosphat (pH7,4) bei 7kV und 25°C. Ein reprasentatives
Elektropherogramm am Beispiel von PLO7 zeigt Abb. 4-6. Weitere Verwendung fand
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diese Methode zur Untersuchung der Stabilitit der albuminbindenden
Platinkomplexe.
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Abb. 4-6: Charakteristisches Elektropherogramm der Analytik von PLO7 in
Anwesenheit von Albumin (Inkubationszeit = 10 Minuten).

4.2.2 Validierung

Auf eine aufwéandige Validierung wurde verzichtet, da diese Methode nicht fur
umfangreiche quantitative Untersuchungen eingesetzt werden sollte. Die Validierung
beschrankte sich auf die Untersuchung der Linearitat, welche den linearen

Zusammenhang zwischen Konzentration und Signal der Analyten belegt.

4.2.2.1 Linearitat

Die Untersuchungen zur Linearitat wurden unter Verwendung von 0,02 M Phosphat-
puffer (pH 7,4) durchgefiihrt. Insgesamt wurden drei Kalibriergeraden (Arbeitsbereich
5-150 pM, funf Standards) ausgewertet. Die Ergebnisse unter Berucksichtigung der
besten ermittelten Wichtung von 1/x sind in Tab. 4-9 zusammengefasst und typische
Kalibriergeraden in Abb. 4-7 dargestellt.



Ergebnisse der Methodenentwicklung und -validierung 121

Tab. 4-9: Korrelationskoeffizienten (r) und Residuen der Kalibriergeraden der

Platinkomplexe PL0O4 und PLO7 (lineare Regression, Wichtung 1/x).

PLO4 PLO7
r 0,9997 0,9996
Residuen (n = 15)
Spannweite [%] -3,9-5,5 -4,8-5,5
Mittelwert” [%6] 1,8 2,8

" Mittelwert des Korrelationskoeffizienten, Berechnung nach Gl. 3-24 bzw. Gl. 3-25 (n = 6)
* Die Mittelwerte wurden nach Betragsbildung berechnet.

Korrigierte Peakflache

Abb.
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4-7. Charakteristische Kalibriergeraden der Platinkomplexe PL04 und PLO7,
Wichtung 1/x.

4.2.3 Stabilitatsuntersuchungen albuminbindender Platinkomplexe

Einfrier-Auftau- und Langzeitstabilitat der Platinkomplexe in der Stammldsung

Die

Untersuchung der  Einfrier-Auftau-Stabilitatt der  albuminbindenden

Platinkomplexe in der Stammlésung (LOsungsmittel: Wasser) diente dazu, den
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Einfluss extremer Temperaturschwankungen von -20 °C (Tiefkihlschrank) bis 25 °C
(Raumtemperatur) zu Uberprufen. Die Stabilitdt wurde nach einem, zwei bzw. drei
Einfrier-Auftau-Zyklen nach Gl. 3-11 berechnet. Als Referenz fand nach modifizierter
Vorschrift der FDA (vgl. Kap. 3.2.3.3) fur den ersten Einfrier-Auftau-Zyklus eine frisch
zubereitete Losung der Platinkomplexe, fur den zweiten und dritten Zyklus ein frisch

aufgetautes Aliquot Anwendung.

Tab. 4-10: Einfrier-Auftau- und Langzeitstabilitat der Platinkomplexe PL0O4 und PLO7
in der Stammlésung [Konzentration der Platinkomplexe: 2 mM].

Zyklus Einfrier-Auftau-Stabilitat [%o]

PLO4 PLO7
1 99,4 101,6
2 98,8 96,8
3 101,0 97,2

Zeitdauer [Monate] Langzeitstabilitat [%]

PLO4 PLO7

6 97,0 105,3

Die Ergebnisse der Tab. 4-10 zeigen, dass sowohl wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen
als auch eine Zeitspanne von sechs Monaten keinen relevanten Einfluss auf die Sta-

bilitat der albuminbindenden Platinkomplexe in der Stammlésung haben.

Stabilitat der Platinkomplexe im Reaktionsansatz zur Kopplung an Albumin.

Da im Rahmen der Entwicklung der Methode zur Analytik der Platin-Nukleotid-
Addukte festgestellt wurde, dass die albuminbindenden Platinkomplexe unter
basischen Bedingungen schnell ein Abbauprodukt bilden, sollte untersucht werden,
inwieweit die Stabilitdt unter den Reaktionsbedingungen der Bindung an Albumin
gegeben ist. Nach Hydrolyse der Maleinimidstruktur kann Maleaminsdure entstehen,
welche nicht mehr zur Reaktion mit der Sulfhydrylgruppe des Albumins fahig ist*®"%
(vgl. Kap. 7.2.1). Die Stabilitat der Platinkomplexe in dem Kopplungsansatz
(Konzentration 0,15 mM, 4 mM Phosphatpuffer, pH 7,4, 37 °C), wurde nach 0, 15,

30, 45 und 60 Minuten analysiert.
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Abb. 4-8: Stabilitéat von PLO4/PLO7 unter Kopplungsbedingungen.

Wie aus Abb. 4-8. ersichtlich, kommt es unter den Reaktionsbedingungen der
Albuminbindung zu einer Abnahme der Konzentration der Platinkomplexe. Nach 30
Minuten kann diese bei bis zu 20 % liegen. Dieses Ergebnis erforderte weitere
Untersuchungen. Zum einen wurde die Stabilitat der Stammldsung im Kihlschrank
sowie bei Raumtemperatur Gberpruft, um sicherzustellen, dass zu Versuchsbeginn
noch keine Hydrolyse eingesetzt hat, zum anderen mussten Geschwindigkeit und
Ausmal’ der Albuminbindung untersucht werden (vgl. Kapitel 5.1), da Hydrolyse der
Maleinimidfunktion und Bindung an Albumin als Konkurrenzreaktion aufzufassen

sind.

Stabilitat der Platinkomplexe im Kihlschrank und bei Raumtemperatur

Da die Untersuchung zur Stabilitat unter Kopplungsbedingungen zeigte, dass die
albuminbindenden Platinkomplexe instabil sind, wurden diese nach dem Auftauen fir
maximal zwei Stunden im Kihlschrank aufbewahrt. Die Verwendung auf3erhalb des
Kihilschranks wurde mdglichst kurz gehalten (in der Regel wenige Minuten). Tab.
4-11 legt dar, dass die Stabilitdt der Platinkomplexe in der Stammlésung sowohl
nach zwei Stunden im Kuhlschrank wie auch nach einer Stunde bei Raumtemperatur

gewabhrleistet war.
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Tab. 4-11: Stabilitat der Platinkomplexe [%] in der Stammldsung, gelagert im
Kihlschrank und bei Raumtemperatur [Konzentration: 0,15 mM].

Zeitdauer PLO4 PLO7
[h]
Kuhlschrank
1 99,4 101,6
2 98,8 96,8
Raumtemperatur
1 99,7 101,9

4.3 BCA-Methode zur Proteinbestimmung

Zur Proteinbestimmung diente das BCA-Test-Kit der Firma Pierce. Da dieser
Anbieter zur Auswertung eine quadratische Regression der Kalibriergeraden
empfiehlt und dieser Zusammenhang im verwendeten Kalibrierbereich nicht
beobachtet werden konnte, wurde zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen
Konzentration und Signal des Analyten eine Teilvalidierung der Methode

durchgefuhrt.

4.3.1 Teilvalidierung

Im Rahmen der Teilvalidierung wurde die Linearitat zur Festlegung des geeigneten
Regressionmodells getestet, die Bestimmungsgrenze (LLOQ) ermittelt und
anschlieBend Prazision und Richtigkeit bestimmt. Bei der Ermittlung der Prazision
wurden die Untersuchungen auf die Between-day-Prazision beschrankt, die als
Kriterium fur die Reproduzierbarkeit der Methode Uber einen langeren Zeitraum gilt
und in der Regel mit einer hdéheren Variabilitat behaftet ist als die Within-day-

Préazision.
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4.3.1.1 Linearitat

Tab. 4-12 zeigt die Korrelationskoeffizienten bei linearer Regression (r) und die

Residuen der verschiedenen Modelle im Vergleich. Insgesamt wurden sechs Kalib-

riergeraden ausgewertet.

Tab. 4-12: Korrelationskoeffizienten (r) und Residuen der Kalibriergeraden in
Abh&ngigkeit vom verwendeten Regressionsmodell.

linear linear (Wichtung 1/x)
r” 0,998 0,996
Residuen (n = 30)
Spannweite [%] -14,7 - 17,7 -10,8-9,0
Mittelwert” [%] 5,0 4,1
linear (Wichtung 1/x?) nichtlinear quadratisch
r 0,993 —
Residuen (n = 30)
Spannweite [%] -11,5-10,8 -8,1-7,7
Mittelwert” [%] 3,7 2,9

" Mittelwert des Korrelationskoeffizienten, Berechnung nach Gl. 3-24 bzw. Gl. 3-25 (n = 6)
* Die Mittelwerte wurden nach Betragsbildung berechnet.

Bei &hnlicher Gute der Anpassung sollte prinzipiell das einfachste Modell gewahlt
werden. Der ermittelte Zusammenhang ist linear (Abb. 4-9), sodass als
Regressionsmodell im Kalibrierbereich von 25-200 pg/ml im folgendem die lineare
Regression mit einer Wichtung von 1/x gewahlt wurde, obwohl auch eine quadrati-

sche Regression zu einer guten Anpassung fuhrt.
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Abb. 4-9: Charakteristische Kalibriergerade der Proteinbestimmung, Wichtung 1/x.

4.3.1.2 Bestimmungsgrenze

Als Bestimmungsgrenze wurde fur die Proteine eine Konzentration von 25 pg/ml

ermittelt. Tab. 4-2 zeigt die Ergebnisse zur Prazision und Richtigkeit am LLOQ.

Tab. 4-13: Prazision und Richtigkeit am LLOQ (n=5).

LLOQ [pg/ml] 25
Prazision, VK [%] 5,6
Richtigkeit [%] 91

Wie ersichtlich, konnte das LLOQ mit hinreichender Prazision und Richtigkeit erfasst
werden.
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4.3.1.3 Prazision und Richtigkeit

Der Tab. 4-14 lassen sich die berechneten Variationskoeffizienten der Between-day-
Préazision entnehmen, der Tab. 4-15 die Ergebnisse zur Richtigkeit. Zur
Untersuchung der Richtigkeit wurden drei QC-Proben (120, 60 und 30 pg/ml) an flnf

aufeinander folgenden Tagen vermessen.

Tab. 4-14: Between-day-Prazision der Proteinbestimmung (n = 5).

Konzentration [ug/ml] Between-day-Prazision, VK [%)]
120 8,1
60 4,1
30 7,1

Tab. 4-15: Between-day-Richtigkeit der Proteinbestimmung (n = 5).

Konzentration [pug/ml] Richtigkeit [%]
120 104,7
60 104,4
30 103,3

Wie zu erkennen ist, erfullt die Methode hinsichtlich Prézision und Richtigkeit die Ak-
zeptanzkriterien der FDA, wonach Variationskoeffizient und relativer Fehler nicht

groRer als 15 % sein dirfen®’.

4.4 Fluoreszenzassay zur Bestimmung von

FITC-Rinderserumalbumin

Fluoreszierendes Albumin wird haufig zur Bestimmung der Aufnahme von Albumin
und zur  Charakterisierung der  Endozytosemechanismen in  Zellen
eingesetzt!93199200201 | aider fanden sich auch nach griindlicher Literaturrecherche
keine Angaben zur Qualitatssicherung quantitativer Bestimmungen, sodass eine

Teilvalidierung durchgefihrt wurde.
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4.4.1 Teilvalidierung

Analog zur Teilvalidierung der BCA-Methode wurden Linearitat, Bestimmungsgrenze
sowie Préazision und Richtigkeit bestimmt (s. Kap. 4.3.1). Zusatzlich erfolgte eine
Stabilitatsuntersuchung der FITC-Rinderserumalbumin-Stammlésung, da von Seiten
des  Anbieters ein  mdoglicher  Fluoreszenzverlust von  FITC-Rinder-

serumalbuminlésungen beschrieben wurde, genauere Stabilitatsdaten jedoch fehlten.

44.1.1 Linearitat

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Linearitat konnen Tab. 4-16 entnommen
werden. Insgesamt wurden sechs Kalibriergeraden (Arbeitsbereich 10-500 nM, sechs
Standards) ausgewertet. Dargestellt ist das beste ermittelte Regressionsmodell mit
einer Wichtung von 1/x?. Die Notwendigkeit der Wichtung erklart sich durch den gro-
Ren Kalibrierbereich, welcher einen Faktor 50 umfasst, da in diesem Fall die
Varianzenhomogenitét der Messwerte nicht gegeben ist.

Bei der Auswertung der Standards der Kalibriergeraden fand sich ein Ausreil3er, der
fur die untere Grenze der Spannweite von - 19,74 % verantwortlich war. Da hier we-
der der hdchste noch der niedrigste Standard betroffen waren und alle anderen Stan-
dards unter 15 % Abweichung vom Nominalwert lagen, erfillte auch diese Kalibrier-

gerade die von der FDA geforderten Kriterien.

Tab. 4-16 Korrelationskoeffizient (r) und Residuen der Kalibriergeraden von FITC-
Rinderserumalbumin (lineare Regression, Wichtung 1/x).

FITC-Rinderserumalbumin

r” 0,9934
Residuen (n = 36)
Spannweite [%)] -19,74 - 11,84
Mittelwert” [%] 5,1

" Mittelwert des Korrelationskoeffizienten, Berechnung nach Gl. 3-24 bzw. Gl. 3-25 (n = 6)
* Die Mittelwerte wurden nach Betragsbildung berechnet.
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Abb. 4-10: Charakteristische Kalibriergeraden der Bestimmung von FITC-
Rinderserumalbumin, Wichtung 1/x?.

4.4.1.2 Bestimmungsgrenze

Als Bestimmungsgrenze wurde fur FITC-Rinderserumalbumin eine Konzentration
von 10 nM ermittelt. Tab. 4-17 zeigt die Ergebnisse zur Prazision und Richtigkeit
bezuglich des LLOQ.

Tab. 4-17: Prazision und Richtigkeit am LLOQ.

LLOQ [nM] 10
Préazision, VK [%] 5,6
Richtigkeit [%6] 101,4

Auffallend ist die hohe Empfindlichkeit dieser Methode, mit der fluoreszierendes

Albumin im unteren nanomolaren Konzentrationsbereich erfasst werden kann.
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4.4.1.3 Prazision und Richtigkeit

Die ermittelten Daten zur Prazision und Richtigkeit der Methode lassen sich den Tab.
4-18 und Tab. 4-19 entnehmen. Aus ihnen geht hervor, dass die Anforderungen der
FDA erflllt werden. Zur Untersuchung der Richtigkeit wurden drei QC-Proben [300,

60 und 30 nM] an funf aufeinander folgenden Tagen vermessen.

Tab. 4-18: Between-day-Prazision der Bestimmung von FITC-RSA (n =5).

Konzentration [nM] Between-day-Prazision, VK [%)]
300 3,5
60 6,1
30 4,0

Tab. 4-19: Between-day-Richtigkeit der Bestimmung von FITC-RSA (n = 5).

Konzentration [nM] Richtigkeit [%]
300 101,0
60 96,7
30 92,3

4.4.1.4 Stabilitatsuntersuchungen

In Losungen kann FITC-Rinderserumalbumin vor allem unter Licht- oder pH-Einfluss
(pH<7) schnell Fluoreszenzverlust zeigen®®?. Der Anbieter machte keine detaillierten
Angaben uber die Stabilitat dieser Losungen, sodass die Stammlésung untersucht
werden musste. Tab. 4-20 belegt die Einfrier-Auftau Stabilitat der Stammldésung
sowie die Stabilitat bei Raumtemperatur wahrend der Verwendungsdauer. Als

Referenz wurde stets mit einer neu hergestellten Stammlosung verglichen.

Tab. 4-20: Stabilitat der Stammldsung von FITC-RSA.

Zyklus Einfrier-Auftau-Stabilitat [%]
1 97,6
2 99,0
3 101,7
Zeitdauer [h] Stabilitat bei Raumtemperatur [%)]

1 100,3
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5 Ergebnisse zur Untersuchung makromolekularer Platin-

komplexe

5.1 Bindung an Albumin

Die untersuchten Platinkomplexe sollen nach intravenéser Applikation rasch an das
korpereigene Albumin binden. Die schnelle und selektive Bindung der
albuminbindenden Platinkomplexe ist der erste entscheidende Schritt im Konzept der
Ausnutzung von Albumin als Trager fur Platinkomplexe und wird im Folgenden
charakterisiert.

5.1.1 Kinetik der Albuminbindung

Die Untersuchung der Geschwindigkeit der Albuminbindung erfolgte in vitro mittels
Kapillarelektrophorese. Es zeigte sich, dass bereits nach 15 Minuten beide
Substanzen zu mehr als 90 % an Albumin gebunden vorlagen (Abb. 5-1). Nach 30

Minuten konnte kein ungebundener Platinkomplex mehr detektiert werden.

PLO4 PLO7
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Abb. 5-1: Bindung von PLO4 und PLO7 an humanes Serumalbumin (X +SD; n=3).

Die SD war teilweise so niedrig, dass sie in der Grafik durch das Symbol
uberdeckt wird.
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Abb. 5-2: Bindung der Platinkomplexe an humanes Serumalbumin (X+SD; n=3).
Logarithmierte Darstellung mit Korrelationskoeffizienten der Anpassung
des Modells einer biphasischen exponentiellen Abnahme.

Logarithmisch aufgetragen (Abb. 5-2) lasst sich eine exponentielle Abnahme der
korrigierten Peakflache erkennen. Die Bindung zeichnet sich durch einen biphasi-
schen Verlauf aus und konnte mit dem Modell einer biphasischen exponentiellen
Abnahme beschrieben werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die
Inkubationszeit zur Kopplung der Platinkomplexe auf 30 Minuten festgelegt.

5.1.2 Spezifitat der Albuminbindung

Platinkomplexe sind in der Lage durch Ligandenaustausch kovalent an nukleophile
Strukturen zu binden. Demzufolge konnte die Bindung an Albumin auch auf
unspezifischen Reaktionen beruhen. Im Folgenden wurde ein Inhibitionsversuch mit
EMC-blockiertem Albumin durchgefuhrt (EMC = 6-Maleinimidocapronsaure). Eine
Bindung der Platin-Prodrugs an das Albumin lief3 sich nach Vorinkubation mit EMC
nicht mehr beobachten (Abb. 5-3, Tab. 5-1). Dieses Ergebnis verdeutlicht, das

Albumin spezifisch an die Maleinimidstruktur der Platinkomplexe bindet.
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Abb. 5-3: Beispielelektropherogramm von PL04 nach 10 Minuten Inkubation mit
EMC-blockiertem Albumin.

Tab. 5-1: Korrigierte Peakflache der Platinkomplexe nach 10 Minuten Inkubation mit

EMC-blockiertem Albumin bezogen auf die Peakflache von 150 uM

Platinkomplex in Puffer.

Substanz Korrigierte Peakflache [%)]
PLO4 102,3
PLO7 95,0

Ein Hydrolyseprodukt oder

eine korrespondierende deutliche Abnahme der

korrigierten Peakflache (s. Abschnitt 4.2.3), die im Falle einer Hydrolyse der Malein-

imidfunktion der albuminbindenden Platinkomplexe zu erwarten gewesen ware,

konnte nicht detektiert werden.

5.2 Platin-Nukleotid-Adduktbildung

Im nachsten Schritt wurden die Art der gebildeten Platin-Nukleotid-Addukte und die

Reaktivitat der Platinkomplexe gegentber Nukleotiden untersucht. Beide Faktoren
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haben entscheidenden Einfluss auf die Zytotoxizitat der Platinkomplexe und die

Wirksamkeit in vivo (vgl. Kap. 1.3.2).

5.2.1 Identifizierung der Addukte albouminbindender Platinkomplexe

Zur Charakterisierung des Adduktprofils und zur Untersuchung der Reaktivitat ge-
genuber den Nukleotiden dAMP und dGMP wurde die optimierte und neu validierte
kapillarelektrophoretische Methode von U. Warnke verwendet, die in Kap.4.1
beschrieben wurde. Mit der optimierten Methode konnten die verschiedenen mono-
und bifunktionalen Addukte der Platinkomplexe mit dAMP und dGMP getrennt
werden. Sowohl bei PLO4 als auch bei PLO7 wurde mit jedem Nukleotid nur die
Bildung eines einzigen Adduktes detektiert. Die Inkubation mit einem dAMP/dGMP-
Gemisch ergab die Bildung von drei Addukten, wobei es sich bei dem zusatzlichen
Peak vermutlich um das mischfunktionale Addukt handelt. Auf Grund der
strukturellen Ahnlichkeit der Platin-Prodrugs mit Cisplatin und Oxaliplatin ist
anzunehmen, dass PLO7 mit den Nukleotiden dAMP und dGMP die gleichen
Addukte wie Cisplatin und PLO4 die gleichen Addukte wie Oxaliplatin bildet (Abb.
5-4).

HsN cl
’ \Pt/
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HaN cl \ HzN dGMP
Cisplatin o dGMP \Pt/
H:N. O /' HN \dGMP
\/
Pt R
/\
H3N O
PLO7
N o A
\/
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AN
H, o N\ /dGMP
Oxaliplatin o dGMp
"’”/N/ \dGMP
H
O/’”II
PL04

Abb. 5-4: Mdgliches bifunktionales Addukt am Beispiel der Reaktion mit dAGMP.
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Durch separater Inkubation der Nukleotide dAMP und dGMP mit Cisplatin oder
Oxaliplatin wurden die bekannten und durch U. Warnke identifizierten®*® Addukte
erzeugt, die anschlieBend zur Identifikation der Addukte der albuminbindenden
Platinkomplexe koinjiziert wurden. Durch Koinjektion von dAMP- und dGMP-
Lésungen, die separat mit Cisplatin inkubiert wurden, konnte indirekt nachgewiesen
werden, dass das Prodrug PLO7 die erwarteten bifunktionalen Addukte bildet.
Vergleichbare Ergebnisse lie3en sich fir PLO4 durch Koinjektion von mit Oxaliplatin
inkubierten Nukleotid-Losungen erzielen (Abb. 5-5 bis Abb. 5-8). Im Gegensatz zu
Cisplatin konnten jedoch keine monofunktionalen Addukte detektiert werden (vgl.
Abb. 4-4).
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Abb. 5-5: Elektropherogramm 48 Stunden nach Inkubation von dAMP und dGMP
[150 uM jeweils] mit PLO7 [150 pM].
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Abb. 5-6: Elektropherogramm 48 Stunden nach Inkubation von dAMP und dGMP
[150 uM jeweils] mit PLO7 [150 uM] und Koinjektion einer separat
inkubierten Cisplatinlésung mit dAMP (A) und dGMP (B).
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Abb. 5-7: Elektropherogramm 48 Stunden nach Inkubation von dAMP und dGMP
[150 puM jeweils] mit PLO4 [150 pM].
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Abb. 5-8: Elektropherogramm 48 Stunden nach Inkubation von dAMP und dGMP
[150 uM jeweils] mit PLO4 [150 uM] und Koinjektion einer separat
inkubierten Oxaliplatinlésung mit dAMP (A) und dGMP (B).

5.2.2 Reaktivitatsvergleich verschiedener Platinkomplexe

Die Untersuchung der Reaktivitat der Platinkomplexe gegenuber dAMP und dGMP
ergab eine etwas hohere Reaktivitdt von PLO4 im Vergleich zu PLO7 und
Carboplatin. Cisplatin zeigte die hochste Reaktivitat (Abb. 5-9). Die Einzelergebnisse

kénnen Anhang A1 enthommen werden.
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Abb. 5-9: Abnahme der korrigierten Peakflache von dAMP (A) und dGMP (B)

--A-- Carboplatin
—A— Oxaliplatin
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—a— Cisplatin
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[150 uM jeweils] wahrend der Inkubation mit verschiedenen

Platinkomplexen [150 uM] (X £+ SD ; n=3).

5.3 Bioaktivierung
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Im nachsten Schritt sollte die Adduktbildung der neuen Platinkomplexe PLO4 und

PLO7 nach der Bindung an Albumin zur Uberprifung der Aktivierungshypothese

— der hydrolytischen Freisetzung einer niedermolekularen reaktiven Platin-Spezies

aus dem makromolekularen Tréger — untersucht werden. Hierzu wurden die
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Komplexe 30 Minuten mit Albumin vorinkubiert und dieser Ansatz anschlielend mit
dAMP und dGMP versetzt. Nach 96 Stunden wurde das Albumin mit
Sulfosalicylsaure ausgefallt und der Uberstand, in dem sich die wasserloslichen
Addukte befinden sollten, kapillarelektrophoretisch untersucht. Hierbei konnten
jedoch keine Addukte detektiert werden.

Diese Beobachtung fuhrte zu der Fragestellung, ob die Platinkomplexe nach der Bin-
dung an Albumin aktiv bleiben und reaktive Platin-Spezies freisetzen kénnen. Als
mogliche Ursache konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der direkte Kontakt
zwischen Nukleotiden, entstehenden Platin-Nukleotid-Addukten und der grof3en
Menge an Albumin fir die fehlende Nachweisbarkeit der Addukte nach Fallung des
Albumins verantwortlich war (s. Kap. 7.2.2).

Um eine sterische Hinderung der Reaktion bzw. eine Abschirmung der albuminge-
bundenen Platinkomplexe durch die Proteinumgebung auszuschlieRen, wurde
deshalb auf die Verwendung von  Gleichgewichtsmikrodialysekammern
zuruckgegriffen.

Die makromolekularen PEG-Platinkomplexe wurden ebenfalls mit dieser Technik
untersucht um eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Hier erfolgte ausgehend von

den erzielten Ergebnissen zusatzlich eine Stabilitatsuntersuchung.

An der Aktivierung der albumingebundenen Platinkomplexe koénnten neben der
Dissoziation einer reaktiven Platinspezies vom albumingebundenen Cyclobutan-
dicarboxylat-Liganden durch Hydrolyse in vivo verschiedene weitere Mechanismen
beteiligt sein. Diskutiert werden eine gesteigerte Aktivierung bei niedrigeren pH-
Werten, die im Tumorgewebe (pH 6-7) und in Lysosomen (pH 5-6) vorliegen.
Zusatzlich wirde eine enzymatische Esterspaltung zur Freisetzung eines
niedermolekularen Platinkomplexes fuhren.

Folgende Aspekte einer Aktivierung wurden deshalb in der Mikrodialysekammer

untersucht:

e Aktivierung bei pH 7,4

e Aktivierung bei pH 5,0 und pH 6,0

e Aktivierung in Gegenwart von Butyrylcholinesterase (Esterspaltung) vor und
nach der Bindung an Albumin
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5.3.1 Vorversuch zur Einstellung des pH-Wertes

Tab. 5-2 gibt die experimentell ermittelten Mengen an Natronlauge oder Phosphor-
saure an, die eingesetzt wurden, um den puffernden Effekt einer zugesetzten

Albuminlésung in 100 pl Puffer auszugleichen.

Tab. 5-2: Experimentell ermitteltes Volumen an Natronlauge oder Phosphorsaure
(bezogen auf 100 pl) zur pH-Puffereinstellung in Gegenwart von Albumin

(n=23).
Zusatz pH 7,4 pH 6,0 pH 5,0
NaOH 0,1 M 1,9 pl
H3sPO4 [0,85 %] 3,6 pl 8,2 ul

5.3.2 Untersuchung der Aktivierung durch unspezifische Hydrolyse

Durch graphische Auftragung des Platinierungsgrades der Kalbsthymus-DNA gegen
die Zeit wurde die Entwicklung der Platinierung Gber den Messzeitraum als Surrogat-

Parameter flr die Reaktivitat der Platinkomplexe dargestellt (Abb. 5-10).
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Abb. 5-10: Platinierungsgrad der DNA Uber einen Zeitraum von 120 Stunden.
Vergleich zwischen niedermolekularen und makromolekularen
Platinkomplexen (X + SD ; n=3).

Dem Graphen ist zu entnehmen, dass die Bindung an Albumin die Reaktivitat der

Platinkomplexe deutlich verminderte. Es zeigte sich ein annahernd linearer Verlauf
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der Platinierung Uber den gesamten Bestimmungszeitraum, sodass eine
Regressionsgerade mittels linearer Regression ermittelt wurde. Die Steigung der
ermittelten Regressionsgeraden, welche ein Mal3 fur die Geschwindigkeit (und das
Ausmald) der Platinierung ist, wurde als Vergleichskriterium herangezogen (Abb.
5-11 und Abb. 5-12, Tab. 5-3). Dadurch wurde eine Aussage Uber das Verhaltnis der
Reaktivitat zwischen den Substanzen (relative Reaktivitat) gegentber DNA

ermoglicht.
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Abb. 5-11: Platinierung der DNA durch die Platinkomplexe PL04 (A1) und PLO7 (B1)
Uber einen Zeitraum von 120 Stunden (X + SD ; n=3).



Ergebnisse zur Untersuchung makromolekularer Platinkomplexe 141

>
N

800~ r=0,7826 T
700+
600+ T
soo{ | _ |
4004 . T

3004 1 |- - 1
200 _¥-=—”'

1004--"""

Platinatome / 10% Nukleotide

Zeit [h]

o
N

400+ r =0,9287
350+
300+

250- B
200- %%,"'
150- 7

100+ ﬁ/’

C:: T T I !

L)
0 24 48 72 96 120
Zeit [h]

Platinatome / 108 Nukleotide

Abb. 5-12: Platinierung der DNA durch die Platinkomplexe PL04 (A2) und PLO7 (B2)
nach Albuminbindung tber einen Zeitraum von 120 Stunden
(X£SD;n=3).

Auffallend ist die hohere Variabilitat (Standardabweichung) bei der Platinierung durch
die makromolekularen Platinkomplexe, welche zum Teil der niedrigen

Platinkonzentration zuzuschreiben ist.
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Tab. 5-3: DNA-Platinierung, Steigung der Regressionsgeraden.

PLO4 PLO7
PLO4 PLO7 Albumin Albumin
Steigung der 551.0 197.3 3.7 21

Regressionsgeraden

Aus der ermittelten Steigung der Regressionsgeraden wurde die relative Reaktivitat

als Quotient der jeweils zu vergleichenden Platinkomplexe errechnet.

Tab. 5-4: Relative Reaktivitat von PL0O4 und PLO7 mit und ohne Vorinkubation mit

Albumin.
. Steigung Regressions- Relative
Vergleich gerade Ktivits
(Verwendeter Quotient) Reaktivitat
PLO4 / PLO4 Albumin 551,0/ 3,7 148,9
PLO7 / PLO7 Albumin 197,3/2,1 93,9
PLO4 Albumin / PLO7 Albumin 3,7/21 1,8
PLO4 / PLO7 551,0/197,3 2,8

Den Daten der Tab. 5-4 ist zu entnehmen, dass die Reaktivitat der Platinkomplexe
PLO4 und PLO7 nach der Bindung an Albumin deutlich eingeschrankt war. PL0O4
zeigte sowohl ungebunden wie auch nach Bindung an Albumin eine geringfligig
hohere Reaktivitat als PLO7.

Im Folgenden sollte geklart werden, inwieweit die bloRe Anwesenheit des
Makromolekuls Albumin die Diffusion niedermolekularer Platinkomplexe durch die
semipermeable Membran der Mikrodialysekammer, z.B. durch unspezifische Bin-
dung oder Erhdéhung der Viskositat des Puffers, beeinflussen kann. Hierzu wurde die
Platinierung der Kalbsthymus-DNA durch Carboplatin als Strukturanalogon des
albuminbindenden Platinkomplexes PLO7 in An- und Abwesenheit von Albumin
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 5-13 dargestellt.
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Abb. 5-13: Platinierungsgrad der DNA Uber einen Zeitraum von 120 Stunden.
Vergleich der Platinierung durch Carboplatin in An- und Abwesenheit von
Albumin (X £ SD ;n=3).

Aus den Verlaufen der Platinierung wurde wiederum eine Regressionsgerade
ermittelt und die Steigung der ermittelten Regressionsgeraden als

Vergleichskriterium verwendet (Tab. 5-5).

Tab. 5-5: DNA-Platinierung, Steigung der Regressionsgeraden.

Carboplatin Carboplatin Relative
P Albumin Reaktivitat
Steigung der 834 256 33

Regressionsgeraden

Es ergab sich eine relative Reaktivitdt von 3,3, d.h. durch die Anwesenheit von
Albumin in der Mikrodialysekammer nahm die Platinierung der DNA durch

Carboplatin auf ca. 1/3 ab.

5.3.3 Untersuchung der Aktivierung durch saure Hydrolyse

Zur Simulation einer Aktivierung der Platinkomplexe in einer sauren Umgebung
wurde der pH-Wert in der Mikrodialysekammer durch Zusatz von Phosphorsaure

[0,85 %] auf pH 6,0 (pH-Wert im Tumorgewebe) bzw. 5,0 (pH-Wert in Lysosomen)
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eingestellt und der Platinierungsgrad der DNA nach 120 Stunden verglichen. Abb.
5-14 zeigt die Ergebnisse fur die ungebundenen Platinkomplexe PLO7 und PLOA4.
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Abb. 5-14: Platinierungsgrad der DNA nach 120 Stunden. Vergleich der Platinierung
durch niedermolekulare Platinkomplexe bei verschiedenen pH-Werten
(X+SD; n=3).

Sowohl fur PLO7 als auch fir PLO4 konnte keine Steigerung der Reaktivitat bei

pH 5,0 oder 6,0 im Vergleich zu pH 7,4 gezeigt werden.
Abb. 5-15 zeigt die Ergebnisse fur die albumingebundenen Platinkomplexe.
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Abb. 5-15: Platinierungsgrad der DNA nach 120 Stunden. Vergleich der Platinierung
durch albumingebundene Platinkomplexe bei verschiedenen pH-
Werten (X +SD; n=3, *p < 0,05).
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Waren die Substanzen an Albumin gebunden, fuhrte dies bei niedrigerem pH-Wert
(6,0 oder 5,0) zu einer starkeren Platinierung der DNA. Tendenziell lasst sich aus
Abb. 5-15 der Zusammenhang entnehmen, dass mit sinkendem pH-Wert die
Reaktivitat der Platinkomplexe steigt. Das Ausmald der Platinierung erhdhte sich um
den Faktor 2-3. Eine Prufung auf statistische Signifikanz der Unterschiede im
Vergleich zu den Ergebnissen bei pH 7,4 ergab ein signifikantes Ergebnis fur PLO7,
nicht jedoch fir PLO4 (Mann-Whitney).

5.3.4 Untersuchung der Aktivierung durch Butyrylcholinesterase

Zur Simulation einer Aktivierung der Platinkomplexe durch Butyrylcholinesterase
wurde in einem Vorversuch die Butyrylcholinesteraseaktivitat unter Versuchsbedin-
gungen bestimmt und anschlie@Rend eine mogliche Aktivierung der
albumingebundenen Platinkomplexe durch Spaltung des Esters im Linker zwischen
albuminbindendem Molekiilteil und Platinkomplex unter annahrend physiologischer
Esteraseaktivitat untersucht. Eine Spaltung der Esterfunktion der Prodrugs vor der
Bindung an Albumin hétte eine Abtrennung des albuminbindenden Molekiilteils zur
Folge. Dadurch entstinden niedermolekulare, reaktive Platinkomplexe, die nicht
mehr fur das Prodrugkonzept zur Verfiigung stehen. Eine Spaltung der Esterfunktion
nach der Bindung an Albumin wirde zur Aktivierung durch Freisetzung eines

niedermolekularen Platinkomplexes fihren (s.Kap. 7.2.3).

Vorversuche zur Bestimmung der Butyrylcholinesteraseaktivitat

In Tab. 5-6 sind die mittels Ellman-Assay bestimmten UV-Absorptionen aufgefihrt.
Durch Einsetzen der durchschnittichen Zunahme der Absorption pro Minute in
Gl. 3-15 wurde die Esteraseaktivitat berechnet. Aus dem arithmetischen Mittel der
Aktivitdten der drei Ansatze ergab sich die durchschnittliche Esteraseaktivitat, die fur

die hier gegebenen Versuchsbedingungen galt.
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Tab. 5-6: UV-Absorptionsmessung zur Bestimmung der Esteraseaktivitat.

Messzeit 1 2 3 Mittel ¢
[min] [AU] [AU] [AU] rewer
1 0,260 0,262 0,252
2 0,432 0,512 0,460
3 0,641 0,625 0,591
4 0,795 0,786 0,757
5 0,975 1,006 0,894
Resultierende
Enzymaktivitat 3,53 3,67 3,17 3,46
[U/mg]

Um eine anndhernd physiologische Esteraseaktivitat in den Mikrodialysekammern
einzusetzen (Zielkonzentration 5000 U/l), wurde der Reinsubstanz eine Aktivitat von
3,5 U/mg zu Grunde gelegt. Verwendete Stamm- und Arbeitsldsungen wurden
daraufhin eingestellt.

Quantifizierung der Aktivierung durch Butyrylcholinesterase

Zur Untersuchung des Einflusses der Butyrylcholinesterase nach der
Albuminbindung wurden die albuminbindenden Platinkomplexe zuerst 30 Minuten an
Albumin gekoppelt und dann 30 Minuten mit Esterase inkubiert (Ansatz AE). Zur
Untersuchung des Einflusses vor der Albuminbindung erfolgte die Inkubation zuerst
mit Esterase und dann mit Albumin (jeweils 30 Minuten, Ansatz EA). Nach darauf
folgender Inkubation in den Mikrodialysekammern fiir 24 Stunden und Isolierung der
DNA wurde die Konzentration der DNA und der Platinierungsgrad bestimmt. In Abb.
5-16 sind die Ergebnisse fur PLO4 und PLO7 im Vergleich zur DNA-Platinierung
durch die albumingebundenen Platinkomplexe ohne Enzymzusatz (Ansatz A)

dargestellt.



Ergebnisse zur Untersuchung makromolekularer Platinkomplexe 147

*p=0,05

% 8001 ]

© 7004 -|_

Q

—;3 600

Z 500-

o

= 400-

@ 3004

e

S 200- T ——

S

= 100-

© | I|;_—I

(a 0 T T T T T T

L LL
< 2 3 T 2 8
5 ~ N~ o < <
] o o | o o
o | — o — |
[a o o [a

Abb. 5-16: DNA-Platinierung durch 24-stiindige Exposition mit PLO4 bzw. PLO7. Die
Ansatze wurden entweder nur mit Albumin (30 Minuten; bezeichnet
mit A), erst mit Albumin (30 Minuten) und dann mit Esterase
(30 Minuten; bezeichnet mit AE) oder erst mit Esterase (30 Minuten) und
dann mit Albumin (30 Minuten; bezeichnet mit EA) vorinkubiert
(X+SD;n=3 *p < 0,05).

Wie die Ergebnisse erkennen lassen, flihrte die Umsetzung mit Butyrylcholinesterase
nach Inkubation und Kopplung an Albumin nicht zu einer Steigerung der DNA-
Platinierung. Eine Umsetzung mit Butyrylcholinesterase vor der Kopplung an Albumin
konnte das Ausmald der DNA-Platinierung erhéhen (~3-fach). Eine Prifung auf
statistische Signifikanz der Unterschiede in Vergleich zu den Ergebnissen ohne
Enzymeinwirkung ergab ein signifikantes Ergebnis fir PLO4 (Mann-Whitney). Fir die
Substanz PLO7 war das Ergebnis nicht signifikant (PLO7, p = 0,14), kann also nur als

Tendenz aufgefasst werden.

5.3.5 Aktivierung eines PEG-Platinkomplexes

Wie aus den Ergebnissen zur Untersuchung der Reaktivitat albuminbindender Platin-
komplexe ersichtlich, kam es nach Bindung an Albumin zu einem deutlichen Reakti-
vitatsverlust. Dieses Ergebnis lasst sich unter anderem durch funktionelle Gruppen
im Albumin erklaren, die der Freisetzung reaktiver niedermolekularer Platinkomplexe

entgegenwirken (s. Kap. 7.2.3). Um diese Hypothese zu bestatigen und derartige
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Probleme im Zusammenhang mit makromolekularen Tréagern zu beseitigen, wurde
von der Arbeitsgruppe Kratz ein Polyethylenglykol-Platinkomplex mit einem
Molekulargewicht von 10 kDa synthetisiert, im Rahmen dieser Arbeit untersucht und

mit den albuminbindenden Platinkomplexen verglichen (Abb. 5-17) .
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Abb. 5-17: Platinierungsgrad der DNA nach 120 Stunden. Vergleich der Platinierung
durch niedermolekulare albuminbindende Platinkomplexe und durch einen
PEG-Platinkomplex (X + SD ; n=3).

Es zeigte sich, dass der makromolekulare PEG-Platinkomplex zu einer hohen Plati-
nierung der DNA fihrte, die mit der Platinierung durch niedermolekulare
albuminbindende Platinkomplexe vergleichbar ist. Zu bericksichtigen ist hier, dass
an einem Molekll PEG-Platinkomplex zwei reaktionsfahige Platinkomplexe gebun-
den sind, sodass fur einen direkten Vergleich das Ausmald der Platinierung zusatz-
lich auf einen Platinkomplex bezogen dargestellt wurde. Diese Resultate lassen den
Schluss zu, dass es hier zu einer Aktivierung durch Hydrolyse und Freisetzung

reaktiver niedermolekularer Platinkomplexe kommit.

5.3.6 Untersuchungen zur Stabilitat des PEG-Platinkomplexes

Die in Kap. 5.3.5 beschriebenen Ergebnisse bedingten die Notwendigkeit zur
Untersuchung der Stabilitdt des makromolekularen PEG-Platinkomplexes, da die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden muss, dass eine sehr rasche Hydrolyse zur
schnellen Freisetzung niedermolekularer Platinkomplexe fiihrt. Diese direkt nach der
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Losung des makromolekularen Komplexes entstehenden niedermolekularen
Komplexe kdnnen fir die gemessene Platinierung der DNA verantwortlich sein. Eine
gewisse Stabilitat ist aber Voraussetzung fiur die Ausnutzung des EPR-Effektes zur
Anreicherung der makromolekularen Platinkomplexe im Tumor. Des Weiteren sollte
fur die nachfolgenden Zellkulturversuche untersucht werden, ob und wie lange unter
Versuchsbedingungen ein Makromolekul vorliegt. Hierzu wurde der Anteil an Platin
gemessen, welcher durch die semipermeable Membran der Mikrodialysekammer
diffundiert ist. Das Ergebnis wurde zur gesamten Platinmenge in der

Mikrodialysekammer in Bezug gesetzt.

Tab. 5-7: Gleichgewichtseinstellung in einer Mikrodialysekammer. Bestimmt wurde
die Platinmenge, die durch eine semipermeable Membran diffundiert ist

(n=2).
Zeit Platin [%)]
[h] PLO7 PEG-Platinkomplex
0,5 16,8 1,2
1 24,0 1,3
2 33,8 15
4 38,4 26
8 48,2 5,6
19 55,5 15,6
48 50,6 32,9

Wie Tab. 5-7 entnommen werden kann, zeigt der PEG-Platinkomplex eine langsame
Freisetzung niedermolekularer Platinspezies, wahrend es im Falle eines nie-
dermolekularen Platinkomplexes nach 4-8 Stunden zu einer Gleichgewichtseinstel-
lung in der Mikrodialysekammer kommt (vgl. Anhang A3). Folglich kann davon
ausgegangen werden, dass die hohe Reaktivitdt des PEG-Platinkomplexes auf einer
langsamen, erwinschten Freisetzung einer reaktiven Platinspezies beruht.
Graphisch betrachtet ergibt sich interessanter Weise eine Reaktionskinetik O.
Ordnung mit einer Reaktionsgeschwindigkeitskonstante (entnommen der Steigung
der Geraden) von 2,735 -10® mol/l’h fiir die Gleichgewichtseinstellung durch den
PEG-Platinkomplex. Der freie Platinkomplex zeigt die erwartete Diffusion nach einer
Kinetik 1. Ordnung.
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Abb. 5-18 Gleichgewichtseinstellung in einer Mikrodialysekammer. Eine 100 %
Gleichgewichtseinstellung entspricht einer agivalenten
Platinkonzentration auf beiden Seiten der semipermeablen Membran.

Fur die Zellkulturversuche wird gefolgert, dass Uber eine Inkubationszeit von zwei
Stunden nahezu ausschlie3lich das Makromolekdl fir die ermittelten Effekte

verantwortlich ist.

5.4 Zellulare Aufnahme

Aus den Ergebnissen der Mikrodialysekammerexperimente entstand die Frage, ob
die albuminbindenden Platinkomplexe als makromolekulare Verbindungen
internalisiert und intrazellular aktiviert werden kénnen. Tierexperimentelle Daten, die
im Anschluss der Arbeit diskutiert werden (s. Kap. 7.2.5), gaben zusatzlichen Anlass,
diese Hypothese zu untersuchen. Dementsprechend wurden Aufnahmeversuche und
Zytotoxizitatsuntersuchungen in einer Ovarialkarzinomzelllinie durchgefiihrt. Da von
der verwendeten Ovarialkarzinomzelllinie A2780 bekannt war, dass ein
Hauptresistenzmechanismus cisplatinresistenter Zellen in einer verminderten
Aufnahme liegt, wurde die resistente Zelllinie A2780cis in die Untersuchungen

einbezogen.
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5.4.1 Charakterisierung der Zelllinien

Zu Beginn der Arbeit mit der Tumorzelllinie A2780 und der cisplatinresistenten Vari-
ante A2780cis wurde die Sensitivitdt der Tumorzelllinien gegenuber Cisplatin und
verwandter Platinkomplexe durch den MTT-Assay ermittelt. Aus den erhaltenen
ECso-Werten wurde nach Gleichung 3-16 der Resistenzgrad dieses Zelllinienpaares
gegeniber den verwendeten Platinkomplexen berechnet. Der MTT-Assay wurde
ebenfalls daflir genutzt, eine maximale Passagenanzahl zu definieren, wahrend der
ohne neuerliche Platinexposition — welche zur Verdnderung der Resistenzmecha-
nismen fihren kdnnte — der Resistenzgrad erhalten blieb.

Bestimmung der Sensitivitdt und des Resistenzgrades
Die mittels MTT-Assay erhaltenen Konzentrations-Effekt-Kurven zur Untersuchung

der Sensitivitat des Ovarialkarzinomzelllinienpaars gegeniber Cisplatin sind in Abb.
5-19 dargestellt.
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Abb. 5-19: Ergebnisse des MTT-Assays mit Cisplatin fur die verwendeten
Ovarialkarzinomzellinien A2780 und A2780cis (X = SE ; n=6).

Tab. 5-8 gibt eine Ubersicht Uber die aus den Konzentrations-Effekt-Kurven ermit-
telten ECso-Werte der untersuchten Platinkomplexe und dem daraus berechneten
Resistenzgrad.
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Tab. 5-8: Ermittelte ECso-Werte und kalkulierter Resistenzgrad verschiedener
Platinkomplexe in A2780 und A2780cis Zellen (X = SE ; n=3-6).

Zytotoxizitat

Cisplatin Oxaliplatin Carboplatin
log ECsg sensitiv -5,63 £ 0,09 -5,39 £ 0,03 -4,12 + 0,11
(ECs0) [2,3 pM] [4,1 uM] [75,9 uM]
log ECs resistent -4,99 + 0,08 -4,87 £ 0,09 -3,71 £ 0,09
(ECs0) [10,2 uM] [13,5 uM] [195,0 pM]
Resistenzgrad 4,4 3,3 2,5

Der ermittelte Resistenzgrad von 4,4 fur Cisplatin entsprach dem in der Dissertation

von J. Zisowsky bestimmten Resistenzgrad®.

Ermittlung einer maximalen Passageanzahl

Angestrebt wurde eine Verwendung der resistenten Zelllinie A2780cis Uber 12 Pas-
sagen ohne neuerliche Cisplatinexposition. Abb. 5-20 zeigt vergleichend die Ergeb-

nisse des MTT-Assays der ersten Passage nach dem Auftauen der Zellen und der

12. Passage.
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Abb. 5-20: Ergebnisse des MTT-Assays mit Cisplatin fur die verwendeten

Ovarialkarzinomzelllinien A2780 und A2780cis
maximal verwendeten Passageanzahl (X + SE;

zur Bestimmung der
n=6).

Nach zwolf Passagen konnte keine Veranderung der Sensitivitat und damit des

Resistenzgerades gegenuber Cisplatin festgestellt werden, sodass eine Verwendung
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der resistenten Zelllinie Uber 12 Passagen ohne weitere Cisplatinexposition erfolgte.

Nach der 12. Passage wurde grundsatzlich ein neues Backup der resistenten
Zelllinie aufgetaut und eingesetzt.

5.4.2 Quantifizierung der intrazellularen Platinkonzentration

Mit den folgenden Versuchen sollte geklart werden, ob die Platin-Albuminkomplexe
unverandert in die Zelle aufgenommen werden. Dazu wurde die
Ovarialkarzinomzelllinie A2780 verwendet. Die aus dieser Zelllinie hervorgegangene

cisplatinresistente Zelllinie A2780cis wurde in die Untersuchungen einbezogen.

5.4.2.1 Oxaliplatin und Carboplatin als Referenz

Da diese Zellkulturversuche eine relativ grol3e Menge an Substanz bendtigten, war
es sinnvoll, die kommerziell erhaltlichen und strukturverwandten Platinkomplexe

Carboplatin und Oxaliplatin zur Charakterisierung der Zelllinien zu verwenden.
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Abb. 5-21: Platinkonzentration in A2780- und A2780cis-Zellen nach Inkubation mit
Oxaliplatin und Carboplatin (X + SE ; n=3-6).

Wie Abb. 5-21 zeigt, wurde Oxaliplatin gut in die Zellen aufgenommen. In resistenten

Zellen war die Platinkonzentration deutlich geringer, wie es auch fur Cisplatin be-

203

schrieben ist””. Die Aufnahme von Carboplatin erfolgte auf einem niedrigeren

Niveau, der Unterschied zwischen der sensitiven und der resistenten Zelle war
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geringer ausgepragt. Nach 120 Minuten war der Unterschied in der intrazellularen
Platinkonzentration zwischen sensitiven und resistenten Zellen fur beide

Platinkomplexe signifikant (Oxaliplatin p < 0,01, Carboplatin p < 0,05 Mann-Whitney).

5.4.2.2 Albuminbindende Platinkomplexe

Nach Charakterisierung der Zelllinien mit Carboplatin und Oxaliplatin wurden
vergleichend zu einem definierten Zeitpunkt (120 Minuten) die Aufnahme der freien
und an Albumin gebundenen Platinkomplexe PLO4 und PLO7 untersucht.
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Abb. 5-22: Platinkonzentration in A2780- und A2780cis-Zellen nach Inkubation mit
PLO4 wund PLO7 im Vergleich zu Carboplatin und Oxaliplatin
(X £ SE; n=3-6).

Aus Abb. 5-22 wird ersichtlich, dass PLO4 und PLO7 in ahnlichem Ausmal} wie
Carboplatin in die Zellen aufgenommen werden. Die Gesamtmenge Platin, welche in
die Zelle aufgenommen wurde, ist vergleichsweise gering und Platinkonzentration in

resistenten Zellen statistisch signifikant vermindert (s. Tab. 5-9).
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Tab. 5-9: Vergleich der intrazellul&ren Platinkonzentration nach 120 Minuten.

Verglichene Gruppen Mann-Whitney-Test
Oxaliplatin A2780 / A2780cis p = 0,001
Carboplatin A2780 / A2780cis p =0,013

PLO4 A2780 / A2780cis p = 0,029

PLO7 A2780 / A2780cis p =0,012

Im n&chsten Schritt wurde die Aufnahme der an Albumin gebundenen Komplexe in
die Zellen untersucht (s. Abb. 5-23). Die makromolekularen Verbindungen
verursachten eine um das 3-6-fache geringere intrazellulare Konzentration. Beide
albumingebundenen Platinkomplexe verhielten sich beziglich ihrer zellularen
Aufnahme ahnlich. Interessant ist, dass kein Unterschied zwischen der Aufnahme in

resistente und sensitive Zellen erkennbar war.
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Abb. 5-23: Vergleich der intrazellularen Konzentration der unkonjugierten und
albumingebundenen Platinkomplexe PLO4 und PLO7 [100 pM] in
A2780- und A2780cis-Zellen (X + SE ; n=3-14). Die Konzentration in
sensitiven Zellen wurde jeweils als 100 % gesetzt.

Dieses Ergebnis wurde ebenfalls statistisch analysiert. Um auch geringe
Unterschiede erkennen zu koénnen, wurden der Stichprobenumfang und somit die
Anzahl der durchgefihrten Experimente mit den Platin-Albuminkomplexen auf min-
destens 10 erhoht und danach der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung durchge-
fuhrt. Anhand der ermittelten p-Werte konnte geschlossen werden, dass nichts ge-
gen eine Normalverteilung sprach (Stichproben zwischen 10-20 lassen keinen Be-
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weis einer Normalverteilung zu). Dies erlaubte die Anwendung parametrischer Tests,

mit denen mdgliche Unterschiede besser erkannt werden kdnnen.

Tab. 5-10: Vergleich der intrazellularen Platinkonzentration nach 120 Minuten
Inkubation mit Platin-Albumin-Komplexen.

Verglichene Gruppen t -Test Varianzanalyse
PLO4 A2780 / A2780cis p = 0,200
PLO7 A2780 / A2780cis p = 0,302

PLO4 / PLO7 / A2780 / A2780cis p =0,463

Wie Tab. 5-10 entnommen werden kann, bestand weder zwischen der Konzentration
der einzelnen Platinkomplexe in sensitiven und resistenten Zellen noch zwischen den

einzelnen Substanzen ein signifikanter Unterschied.

5.4.2.3 PEG-Platinkomplex

Die Aufnahme des PEG-Platinkomplexes wurde ebenfalls an der cisplatinsensitiven
und -resistenten A2780-Ovarialkarzinomzelllinie untersucht. Die Ergebnisse dieses
Versuches sind Abb. 5-24 und Abb. 5-25 zu entnehmen, wobei immer vergleichend

die albumingebundenen Platinkomplexe dargestellt sind.

_ —=— PLO7 A2780
5 - PLO7 A2780cis
S v PLO4 A2780
= --¢-- PLO4 A2780cis
S —e— PEG A2780

£ ~-©- PEG A2780cis
c

5

(o

0.0 —— T
0 20 40 60 8 100 120

Zeit [min]

Abb. 5-24: Konzentration des PEG-Platinkomplexes [100 uM] und der
albumingebundenen Platinkomplexe PLO4 und PLO7 [100 pM] in
A2780- und A2780cis-Zellen Uber 120 Minuten (X + SE ; n=3-14).
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Abb. 5-25: Vergleich der intrazellularen Konzentration des PEG-Platinkomplexes
[100 uM] mit den albumingebundenen Platinkomplexen PL0O4 und PLO7
[100 pM] in A2780- und A2780cis-Zellen nach 120 Minuten
(X £+ SE ; n=6-14).

Der PEG-Platinkomplex zeigte ein dhnliches Verhalten wie die albumingebundenen
Platinkomplexe. Auch hier wurde kein Unterschied zwischen der Konzentration in
sensitiven und resistenten Zellen festgestellt (t-Test nach 120 Minuten p = 0,428),
allerdings gelangte deutlich mehr Platin in die Tumorzellen. Zu berucksichtigen ist
dabei, dass an einem Molekll PEG zwei Platinkomplexe gebunden sind, sodass fur
einen direkten Vergleich die intrazellulare Konzentration zusatzlich auf ein Platinatom
bezogen dargestellt wurde. Wie ersichtlich, war die intrazellulare Konzentration der

unterschiedlichen Makromolekuile dann vergleichbar.

5.4.2.4 Kontrollversuch bei 4 °C

Die in Kap. 5.4.2.2 beschriebenen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die
Albumin-Platinkomplexe Uber einen eigenen Transportmechanismus, z.B. durch un-
spezifische oder Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen werden. Mdglich
ware aber auch eine passive Adsorption an der Zelloberflache. Als eine einfache
Mdoglichkeit, hier zu differenzieren, wurde mit den Albumin-Platinkomplexen ein
Kontrollversuch bei 4 °C durchgefihrt. Unter diesen Bedingungen sind
endozytotische Vorgange deutlich eingeschrankt.
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Abb. 5-26: Konzentration der albumingebundenen Platinkomplexe PLO4 und PLO7
bei 4 °C und 37 °C in A2780- und A2780cis-Zellen (X £ SE ; n=3-14).

Es zeigte sich, dass die Aufnahme der Albumin-Platinkomplexe bei 4 °C deutlich
vermindert war (Abb. 5-26). Dies wurde als zusatzliches Indiz fur eine Aufnahme

durch Endozytose gesehen.

5.4.3 Charakterisierung der Aufnahmemechanismen

Ausgehend von den Ergebnissen zur Aufnahme der makromolekularen
Platinkomplexe, die vermuten lassen, dass fur diese Komplexe ein eigenstandiger
Aufnahmemechanismus besteht, der bei platinresistenten Zellen nicht verandert ist,
sollte untersucht werden, ob Endozytose vermittelte Prozesse an der Aufnahme
dieser Komplexe beteiligt sind. Um den Substanzaufwand der nur in kleinem
Maflstab synthetisierten Platinkomplexe gering zu halten, wurden Vorversuche zur
Auswahl geeigneter Inhibitoren und Inhibitionsbedingungen mit FITC-Rinder-
serumalbumin durchgefihrt. Die intrazellulare FITC-Konzentration wurde mit Hilfe

des im Rahmen dieser Arbeit validierten Fluoreszenzassays bestimmt.
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5.4.3.1 Vorversuche mit FITC-Rinderserumalbumin

Kinetik der Aufnahme von FITC-Rinderserumalbumin

Zur Untersuchung moglicher Endozytose-Inhibitoren wurde FITC-
Rinderserumalbumin als Modellsubstanz verwendet. Die Aufnahme dieses
Makromolekils wurde in der cisplatinsensitiven und -resistenten Zelllinie Gber 120

Minuten charakterisiert.
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Abb. 5-27: Konzentration von FITC-Rinderserumalbumin [20 pg/ml] in A2780- und
A2780cis-Zellen (X + SE ; n=3-4).

Die Aufnahme von FITC-Rinderserumalbumin in sensitive und resistente Tumorzel-
len war vergleichbar und zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant unterschiedlich
(Mann-Whitney).

Optimierung der Versuchsbedingungen einer Endozytoseinhibition
Zu Beginn erfolgte eine Optimierung der von Yumoto et al. verwendeten
Bedingungen durch Inhibitionsversuche der Endozytose von FITC-Rinderserum-

albumin'®®

. In Tab. 5-11 sind die durchgefiihrten Veranderungen und die Grinde
hierfur aufgefuhrt, in den Abb. 5-28 und Abb. 5-29 sind die Ergebnisse dargestellt,

die unter optimierten Versuchsbedingungen erhalten wurden.
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Tab. 5-11: Optimierung der Versuchsbedingungen fur die Endozytoseinhibition.

3-Methylcyclodextrin

Parameter Anderung Grunde
Ab 5 mM beginnende Ablésung der
Konzentration Al 5,0 mM Zellen_ (\r/lerudrsacht hohe er.l.rla;bllltat)
Vorinkubation und Neu: 2,5 mM Ausrelg en ggHemmung ur 2,5 mM
. beschrieben
Inkubation

Geplante Inkubationszeit fur Platin-
komplexe doppelt so lang

Bafilomycin A;

Parameter Anderung Grinde
Zeit Alt: 30 Minuten Geringere Varlab!htat dgr I%rgebn_lsse
Vorinkubation Neu: 60 Minuten Geplante Inkubationszeit fur Platin-

komplexe doppelt so lang

Wie aus Tab. 5-11 hervorgeht, wurde fir die Inkubation mit 3-Methylcyclodextrin die

Konzentration des Inhibitors optimiert, fir die Inkubation mit Bafilomycin A; die Zeit
der Vorinkubation.
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Abb. 5-28: Einfluss von Bafilomycin A; (BafA;) und [3-Methylcyclodextrin (3-MCD)
auf die intrazellulare Konzentration von FITC-Rinderserumalbumin
[20 pg/ml] in A2780-Zellen (X + SE ; n=3-6, **p < 0,01).
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Kontrolle BafA; Kontrolle R-MCD
DMSO DMSO

Abb. 5-29: Einfluss von Bafilomycin A; (BafA;) und [3-Methylcyclodextrin (3-MCD)
auf die intrazellulare Konzentration von FITC-Rinderserumalbumin
[20 pg/ml] in A2780cis-Zellen (X + SE ; n=3-6, *p < 0,05).

Sowohl in sensitiven wie auch resistenten Zellen war eine statistisch hochsignifikante
bzw. signifikante Inhibition der Aufnahme von FITC-Rinderserumalbumin durch
Bafilomycin A; festzustellen (Mann-Whitney). [3-Methylcyclodextrin hatte keinen
signifikanten Einfluss (Abb. 5-28, Abb. 5-29).

5.4.3.2 Inhibition der Aufnahme makromolekularer Platinkomplexe

Die optimierten Versuchsbedingungen aus 5.4.3.1 wurden fur Inhibitionsversuche der
Aufnahme der makromolekularen Platinkomplexe verwendet. Abb. 5-30 und Abb.

5-31 zeigen die Ergebnisse fur die Inhibitionsversuche mit 3-Methylcyclodextrin.
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Abb. 5-30: Einfluss von R-MCD auf die intrazellulare Platinkonzentration nach

Inkubation mit makromolekularen Platinkomplexen [100 pM] in A2780-
Zellen (X + SE ; n=3-9, **p <0,01).
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Abb. 5-31: Einfluss von R-MCD auf die intrazellulare Platinkonzentration nach

Inkubation mit makromolekularen Platinkomplexen [100 pM] in
A2780cis-Zellen (X £ SE ; n=3-9, **p < 0,01).

3-Methylcyclodextrin hatte keinen Einfluss auf die Aufnahme der makromolekularen
albumingebundenen Platinkomplexe in den sensitiven wie auch in den resistenten
Zellen. Die Aufnahme des makromolekularen PEG-Platinkomlexes wurde in beiden

Fallen inhibiert. Die Inhibition war hoch signifikant (Mann-Whitney), in den sensitiven
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Zellen aber deutlich ausgepragter. Hier betrug die Inhibition etwa 40 %, in den resis-
tenten Zellen 18 %.

Abb. 5-32 und Abb. 5-33 zeigen die Ergebnisse fur die Inhibitionsversuche mit
Bafilomycin A;.
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Abb. 5-32: Auswirkung von Bafilomycin A; auf die intrazellulare Platinkonzentration

nach Inkubation mit makromolekularen Platinkomplexen [100 pM] in
A2780-Zellen (X £+ SE ; n=4, *p < 0,05).

2.0
_ —T-*p=0,047 ez Kontrolle (DMSO)
I ' \ + Bafilomycin A;
o 1.5-
N
3 *p=0,014  *p=0,014 T
;) 1.0+ _I_I_l W
£ 7 /
£ 05- f - /
- % 0 7
PLO7 PLO4 PEG-
Albumin Albumin Platin

Abb. 5-33: Auswirkung von Bafilomycin A; auf die intrazellulare Platinkonzentration

nach Inkubation mit makromolekularen Platinkomplexen [100 pM] in
A2780cis-Zellen (X + SE ; n=4-5, *p < 0,05).



164 Ergebnisse zur Untersuchung makromolekularer Platinkomplexe

Die Aufnahme der albumingebundenen Platinkomplexe wie auch die Aufnahme des
PEG-Platinkomplexes wurde durch Bafilomycin A; in den sensitiven und in den
resistenten Zellen inhibiert. Verglichen mit der Inhibition der Aufnahme von Albumin
(s. 5.4.3.1) fallt die Inhibition geringer aus. Die Prifung auf statistische Signifikanz
der gemessenen Unterschiede ergab fir alle Versuche mit Ausnahme der Inhibition
der Aufnahme von PLO7 in der sensitiven Zelllinie (aber auch mit gleicher Tendenz)
ein signifikantes Ergebnis (p < 0,05; Mann-Whitney).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Aufnahme der albuminbindenden
Platinkomplexe durch den Endozytoseinhibitor Bafilomycin A; inhibiert wurde. 3-Me-
thylcyclodextrin hatte keinen Einfluss. Die Aufnahme des PEG-Platinkomplexes wird
durch beide Substanzen eingeschrankt.

5.4.3.3 Inhibition der Aufnahme niedermolekularer Platinkomplexe

Die Resultate der Versuche zur Inhibition der Aufnahme der makromolekularen
Platinkomplexe zeigten den Einfluss der eingesetzten Endozytoseinhibitoren auf die
albumingebundenen Platinkomplexe. Ein Kontrollversuch sollte klaren, ob diese Inhi-
bitoren auch die Aufnahme der ungebundenen, niedermolekularen Platinkomplexe
beeinflussen.
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a 19
0
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Abb. 5-34: Einfluss von Bafilomycin A; und 3-Methylcyclodextrin auf die intrazellulare
Konzentration niedermolekularer Platinkomplexe [100 puM] in A2780-Zellen
(X £ SE; n=3-4).
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Abb. 5-35: Einfluss von Bafilomycin A; und 3-Methylcyclodextrin auf die intrazellulare
Konzentration niedermolekularer Platinkomplexe [100 uM] in A2780cis-
Zellen (X = SE ; n=3-4).

Wie sich den Abb. 5-34 und Abb. 5-35 entnehmen Ilasst, wurde weder mit
Bafilomycin A; noch mit R-Methylcyclodextrin eine Inhibition der Aufnahme der
niedermolekularen Platinkomplexe erzielt. Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass
die erzielte Inhibition der Aufnahme der makromolekularen Platinkomplexe (Abb.
5-30 bis Abb. 5-33) nicht durch freigesetzte oder ungebundene niedermolekulare
Platinkomplexe verfalscht werden konnte.

5.5 Zytotoxizitat

Die mit Hilfe des MTT-Assays durchgefuhrten Zytotoxizitatstests sollten zur Klarung
der Frage beitragen, ob die makromolekularen Platinkomplexe intrazellular aktiviert
werden. Da die vorausgehenden Untersuchungen zeigten, dass die Aufnahme der
makromolekularen Platinkomplexe in resistente Zellen nicht beeinflusst zu sein
scheint, wurde dem Resistenzgrad besondere Beachtung geschenkt. Die
Zytotoxizitat des makromolekularen PEG-Platinkomplexes wurde ebenfalls bestimmt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen finden sich in Tab. 5-12 und Tab. 5-13 sowie
in Abb. 5-36. Die Einzelergebnisse sind in Anhang A4 aufgefihrt.
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Tab. 5-12: Ermittelte ECso-Werte und Resistenzgrad der niedermolekularen
Platinkomplexe PL04 und PLO7 in A2780- und A2780cis-Zellen

(X £ SE; n=3-6).
Zytotoxizitat PLO4 PLO7
log ECsp sensitiv -5,19+£0,11 -4,42 + 0,07
(ECs0) [6,5 uM] [38,0 pM]
log ECsp resistent -4,68 £ 0,08 -3,84 £ 0,06
(ECso) [20,9 pM] [144 pM]
Resistenzgrad 3,5 3,7

PLO4 erwies sich als deutlich zytotoxischer als PLO7. Der ermittelte ECso-Wert war

vergleichbar mit dem ECso-Wert fur Oxaliplatin. PLO7 war etwas zytotoxischer als

Carboplatin (s.Kap.5.4.1).

Tab. 5-13: Ermittelte ECso-Werte und Resistenzgrad der albumin gebundenen
Platinkomplexe PL0O4 und PLO7 in A2780- und A2780cis-Zellen

(X £ SE; n=3-6).
Zytotoxizitat PLO4 Albumin PLO7 Albumin PEG-Platin
log ECso sensitiv -3,58 +0,10 -3,54 + 0,16 -5,21 + 0,11
(ECs0) [263 pM] [288 uM] [6,2 pM]
log ECsp resistent -3,47 £ 0,12 -3,53+£0,11 -4,65 £ 0,11
(ECs0) [338 uM] [295 uM] [22,4 pM]
Resistenzgrad 1,3 1,0 3,6

Nach Bindung an Albumin waren die Platinkomplexe PL0O4 und PLO7 nur noch
schwach zytotoxisch. Der ECs liegt in cisplatinsensitiven Zellen um den Faktor 40
(PLO4) bzw. 7,5 (PLO7) hoher als vor der Bindung an Albumin. Fir beide Substanzen
wurde ein deutlich geringerer Resistenzgrad bzw. eine Uberwindung der Resistenz

beobachtet.
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Abb. 5-36: Unterschiedliche Lage der Konzentrations-Effekt-Kurven vor (A) und nach
(B) Bindung von PLO7 an Albumin in A2780- und A2780cis-Zellen.

Der makromolekulare PEG-Platinkomplex war wesentlich zytotoxischer. Die

ermittelte Zytotoxizitat und der errechnete Resistenzgrad waren mit Oxaliplatin und
niedermolekularem PL0O4 vergleichbar.
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6 Ergebnisse zur Untersuchung neuer Oxaliplatin-Analoga

Eine der Hypothesen zur Aufnahme der Platinkomplexe besteht darin, dass der
Hauptanteil dieser Komplexe durch passive Diffusion in die Zelle gelangt. Danach
sollten lipophilere Komplexe deutlich besser in die Zelle aufgenommen werden.
Substanzen, die ahnliche lipophile Eigenschaften besitzen und sich bei gleicher
Ladung in ihrer Molekulgré3e nur geringflgig unterscheiden, sollten hingegen ein
ahnliches Aufnahmeverhalten aufweisen. Die intrazellulare Platinkonzentration wird
als eine entscheidende Vorraussetzung filr den zytotoxischen Effekt angesehen®®,
Haufig findet sich in der Literatur die These, dass durch den Einsatz lipophilerer
Platinkomplexe Uber eine gesteigerte passive Diffusion die intrazellulare
Platinkonzentration in Tumorzellen erhdht und moéglicherweise auch Resistenz
iiberwunden werden kénnte'®92%4,

Im Rahmen verschiedener Projekte zur Aufnahme unterschiedlicher Platinkomplexe
in  Tumorzellen wurden auch Carboplatin und Cisplatin in den Ovarial-

karzinomzelllinien A2780 und A2780cis untersucht.
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Abb. 6-1: Platinkonzentration in A2780- und A2780cis-Zellen nach Inkubation mit
Carboplatin und Cisplatin [L00 pM] nach 120 Minuten (X £ SE ; n=3).

Cisplatin zeigt eine eingeschrankte Aufnahme in resistenten Tumorzellen (Abb. 6-1).
Auffallend ist die deutlich starkere Aufnahme von Cisplatin in die Zellen bei
ahnlichem log P-Wert. Der log P-Wert beschreibt das Verteilungsverhalten in einem
Octanol / Wasser-Gemisch und ist der gebréauchlichste Parameter zur Charakterisie-

rung der lipophilen Eigenschaften einer Substanz.
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Allerdings unterscheiden sich Carboplatin und Cisplatin durch ihre austauschbaren
Liganden. Diese Beobachtung fihrte dazu, die Bedeutung der Lipophilie der
Platinkomplexe anhand einer Reihe neuer Oxaliplatin-Analoga systematisch zu
untersuchen. Gleichzeitig sollte der Einfluss der Lipophilie auf Zytotoxizitdt und
Resistenz analysiert werden. Die Substanzen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof.
Keppler synthetisiert.

6.1 Reaktivitat gegenliber Nukleotiden

Die Reaktivitdt der Platinkomplexe konnte, gerade vor dem Hintergrund der
vermuteten Beteiligung verschiedener Transporter, ein wichtiger Faktor fur die Auf-
nahme der Platinkomplexe in Tumorzellen sein. Vorstellbar wéaren z.B. reaktivitats-
abhangige Unterschiede in der Bindung am extrazellularen Met-Motiv des humanen
Kupfertransporters CTR1 und eine damit verbundene unterschiedliche Stabilisierung
eines lonenkanals oder Endozytose in die Zelle. Deshalb wurde die Reaktivitat der
verwendeten Platinkomplexe gegenuber den Nukleotiden dAMP und dGMP mit der
validierten kapillarelektrophoretischen Methode untersucht. Die Ergebnisse sind in

Abb. 6-2 A und B dargestellt. Die Einzelergebnisse konnen Anhang B1 entnommen

werden.
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Abb. 6-2: Abnahme der korrigierten Peakflache von dAMP (A) und dGMP (B)
[150 puM jeweils] wahrend der Inkubation mit verschiedenen
Platinkomplexen (X + SD ; n=3).

Insgesamt gesehen war bei allen Platinkomplexen die Reaktivitat gegentiber dGMP
deutlich starker ausgepréagt als gegeniber dAMP. Carboplatin wies die niedrigste,
Cisplatin die hochste Reaktivitat auf. Die Oxaliplatin-Analoga unterschieden sich nur
geringfugig.

6.2 Zellulare Aufnahme

Im nachsten Schritt wurde die intrazellulare Platinkonzentration nach unterschiedli-
chen Inkubationszeiten zur Charakterisierung der Aufnahme der Platinkomplexe in
A2780- und A2780cis-Zellen untersucht. Da hier ein direkter Vergleich zwischen
strukturell sehr ahnlichen Substanzen durchgefihrt werden sollte, wurde versucht,

durch Verwendung eines Kontrollversuchs die Variabilitat der Zellkulturversuche zu
minimieren.

6.2.1 Etablierung eines Kontrollversuchs

Untersuchungen an humanen Zellen bringen h&ufig eine hohe Variabilitdt mit sich.
Zum einen konnen die Eigenschaften der Tumorzellen zwischen verschiedenen Pas-
sagen variieren, zum anderen schon geringfigige Veranderungen — z.B. der

Nahrmedienzusammensetzung oder der Inkubationsbedingungen (Temperatur, CO;)
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— eine Anderung der Eigenschaften hervorrufen. Fir die Untersuchung und den
direkten Vergleich der Oxaliplatin-Analoga wurde deshalb die Aufnahme von
Oxaliplatin als Kontrolle verwendet. Hierzu wurde in sechs unabhangigen Versuchen
die Aufnahme von 100 pM Oxaliplatin nach 60 Minuten in der sensitiven und resis-
tenten Zelllinie untersucht, Mittelwert und Variationskoeffizient berechnet und anhand
der ermittelten Streuung ein ,Vertrauensbereich* definiert. Im Folgenden wurden bei
jedem Experiment, in dem die aufgenommene Menge verschiedener Platinkomplexe
untersucht wurde, zwei Parallelversuche mit Oxaliplatin durchgefuhrt und die Ergeb-
nisse nur dann verwendet, wenn die Resultate beider Parallelversuche im festge-
setzten ,Vertrauensbereich” lagen. Tab. 6-1 gibt die Ergebnisse wieder, die zur

Festlegung dieses Bereiches fuhrten.

Tab. 6-1: Mittelwert, Variationskoeffizient und festgelegter Vertrauensbereich des
Kontrollversuchs mit 100 uM Oxaliplatin Gber 60 Minuten.

. X VK Vertrauensbereich
Zelllinie . 6
[ng Platin / 10° Zellen] [%0] (festgelegt)
A2780 7,8 6,1 MW + 10 %
A2780cis 41 8,9 MW + 10 %

6.2.2 Quantifizierung der intrazellularen Platinkonzentration

Abb. 6-3 und Abb. 6-4 zeigen die Ergebnisse der Aufnahmeversuche, die mit
Oxaliplatin und den Oxaliplatin-Analoga uber 120 Minuten erzielt wurden. Die
Substanz KP1475 wurde nicht dargestellt, da hier nach kurzer Zeit eine Abldsung der
Zellen beobachtet werden konnte. Die gemessenen Platinkonzentrationen waren um
ein Vielfaches hoher und aufgrund der Ablésung der Zellen und damit verbundenem
Verlust an Zellmaterial wahrend der Waschschritte nicht reproduzierbar. Der Verlust
an Zellmaterial wurde durch Messung der Proteinkonzentration festgestellt und

variierte zwischen 30 und 60 %.
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Abb. 6-3: Platinkonzentration in A2780-Zellen nach Inkubation mit Oxaliplatin und
Oxaliplatin-Analoga [100 pM] (X + SE ; n=3-6).
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Abb. 6-4: Platinkonzentration in A2780cis-Zellen nach Inkubation mit Oxaliplatin und
Oxaliplatin-Analoga [100 pM] (X £ SE ; n=3-6).

In beiden Zelllinien konnten zwei Aufnahmephasen unterschieden werden. Die Auf-
nahme der Platinkomplexe in der ersten Phase — es wird wahrend der ersten
Minuten auch vom ,early uptake” gesprochen — variierte deutlich. In der zweiten
Phase der Aufnahme zeigten samtliche Platinkomplexe eine @hnliche, nahezu lineare

Zunahme der Platinkonzentration. Aus einer Parallelverschiebung der
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Aufnahmekinetik wird ersichtlich, dass die Geschwindigkeit der Aufnahme in der
zweiten Phase vergleichbar war. In der resistenten Zelllinie wurden deutlich
geringere Platinkonzentrationen bestimmt. Eine Ausnahme bildete KP1480. Bei
dieser Substanz wurde in der resistenten Zelllinie eine hoéhere Platinkonzentration
quantifiziert (s. Abb. 6-5). Der Platinkonzentrations-Zeit-Verlauf wies Unterschiede im
Vergleich zu den anderen Oxaliplatin-Analoga auf. Dieses Ergebnis erforderte
Untersuchungen Uber einen langeren Zeitraum, welche Aussagen Uber die weitere
Entwicklung der intrazellularen Platinkonzentration erméglichten. Dadurch konnte
untersucht werden, ob der Platinkomplex KP1480 ein grundlegend anderes

Verhalten aufweist.
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Abb. 6-5: Platinkonzentration in A2780- und A2780cis-Zellen nach Inkubation mit
Oxaliplatin und KP1480 [100 uM] tiber 120 Minuten (X + SE ; n=3-6).

In Abb. 6-6 ist die Entwicklung der intrazellularen Platinkonzentration unter Einwir-
kung von Oxaliplatin und KP1480 im direkten Vergleich der sensitiven und
resistenten Zelllinie Uber den verlangerten Untersuchungszeitraum von 240 Minuten

dargestellt.
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Abb. 6-6: Platinkonzentration in A2780- und A2780cis-Zellen nach Inkubation mit
Oxaliplatin und KP1480 [100 uM] tber 240 Minuten (X £ SE ; n=3-6).

Die Aufnahmegeschwindigkeit von Oxaliplatin blieb weiterhin nahezu linear. Das
Aufnahmeverhalten von KP1480 glich sich Uber diesen verlangerten

Untersuchungszeitraum dem Aufnahmeverhalten von Oxaliplatin an.

6.3 Zytotoxizitat

Haufig wurde gezeigt, dass die intrazellulare Platinkonzentration im direkten
Zusammenhang mit der Zytotoxizitat der Platinkomplexe steht. Als weiterer wichtiger
Parameter wurde deshalb die Zytotoxizitdt von Oxaliplatin und der Oxaliplatin-
Analoga in die Untersuchungen einbezogen. Abb. 6-7 gibt einen Uberblick tber die
mit dem MTT-Assay ermittelten Konzentrations-Effekt-Kurven in A2780- und
A2780cis-Zellen (vgl. Anhang B4).
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Abb. 6-7: Konzentrations-Effekt-Kurven der verschiedenen Platinkomplexe in A2780-
und A2780cis-Zellen (n=3).
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Die aus den Konzentrations-Effekt-Kurven  ermittelten ECso-Werte  der
Platinkomplexe und der daraus kalkulierte Resistenzgrad sind in Abb. 6-8 ver-
gleichend dargestellt.
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Abb. 6-8: ECs5p und kalkulierter Resistenzgrad (RG) verschiedener Platinkomplexe in
A2780 und A2780cis-Zellen (X £ SE ; n=3).

Auffallend ist die geringe Zytotoxizitat von KP1480. Diese Substanz wies, verglichen
mit Oxaliplatin, gegentuber sensitiven Zellen eine sechsfach, gegentber resistenten
Zellen eine achtfach geringere Zytotoxizitat auf. Der Resistenzgrad (RG) der
untersuchten Platinkomplexe variierte mit Ausnahme der Substanzen KP1476 und
KP1475 zwischen 3,3 und 5,1. Die Substanz KP1475, welche ein Stereoisomer von
KP1480 ist, zeigte eine hohere Zytotoxizitdt als KP1480 und einen Resistenzgrad
von 8,4. Der Resistenzgrad von KP1476 ist mit 2,1 geringfligig geringer.

6.4 Korrelationsanalysen

6.4.1 Beziehung zwischen Lipophilie und zellularer Aufnahme

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Lipophilie der Platinkomplexe
und der Aufnahme in Tumorzellen wurde eine lineare Regression der gemessenen

Platinkonzentrationen zwischen der 10. und 120. Minute — in diesem Zeitraum stieg
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die Platinkonzentration mit steigender Inkubationszeit anndhernd linear an -
durchgefuhrt. Die Steigung der ermittelten Regressionsgeraden wurde als Mal3 fur
die Aufnahmegeschwindigkeit innerhalb dieses Zeitraums betrachtet. Der
rickextrapolierte Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der Ordinate (y-Abschnitt)
wurde als Parameter fir den ,early uptake* verwendet. Dies hatte den Vorteil, dass
fur diese Phase der Aufnahme, die eine relativ hohe Variabilitat aufwies, ein leicht zu
ermittelnder Parameter zur Verfligung stand. Tab. 6-2 gibt eine Ubersicht Uber die
Lipophilie-Parameter der Platinkomplexe und die aus den Aufnahmeexperimenten
ermittelten Steigungen und Schnittpunkte der Regressionsgeraden.

Tab. 6-2: Lipophilie der Platinkomplexe sowie Steigungen und
Ordinatenschnittpunkte der ermittelten Regressionsgeraden in A2780- und
A2780cis-Zellen.

Komplex log P P A278O A2780 _ A27_80cis A2780cis_
Steigung y-Abschnitt Steigung y-Abschnitt
Oxaliplatin  -1.76 0,017 0,121 0,379 0,075 0,113
KP1478 -1.28 0,052 0,129 1,043 0,095 0,520
KP1481 -0,68 0,209 0,149 1,466 0,095 2,014
KP1476 -0.28 0,525 0,101 3,878 0,084 3,093
KP1480 0.42 2,630 0,064 11,170 0,096 12,110

Beziehung zwischen Lipophilie und Aufnahmegeschwindigkeit

Zur Untersuchung der Beziehung zwischen Lipophilie und Aufnahme-
geschwindigkeit wurden die logarithmierten Octanol / Wasser-Koeffizienten (log P)
der Platinkomplexe mit den ermittelten Steigungen der Regressionsgeraden als Mal3
fur die Aufnahmegeschwindigkeit korreliert. Da der Shapiro-Wilk-Test ergab, dass fur
die Verteilung der Steigung nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden
durfte, wurde eine Rangkorrelation nach Kendall durchgefiihrt. Abb. 6-9 zeigt, dass in
der sensitiven und resistenten Zelllinie kein Zusammenhang zwischen der Lipophilie
der Platinkomplexe und der Aufnahmegeschwindigkeit in die Tumorzellen besteht.
Zwar ergab die Rangkorrelation nach Kendall eine geringe gegenlaufige (A2780)
bzw. mittlere (A2780cis) Korrelation, diese war jedoch in beiden Fallen nicht
signifikant (A2780 r = -0,40, p = 0,327; A2780cis r = 0,60, p = 0,142).
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Abb. 6-9: Beziehung zwischen Lipophilie (log P) und Aufnahmegeschwindigkeit
verschiedener Platinkomplexe in A2780- (A) und A2780cis-Zellen (B).

Beziehung zwischen Lipophilie und friher Aufnahmegeschwindigkeit
Zur Untersuchung der Beziehung zwischen Lipophilie und der frihen
Aufnahmegeschwindigkeit wurden die log P-Werte mit den ermittelten

Ordinatenschnittpunkten der Regressionsgraden korreliert (Abb. 6-10).
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Abb. 6-10: Beziehung zwischen Lipophilie (log P) und friiher Aufnahme verschiedener
Platinkomplexe in A2780- (A) und A2780cis-Zellen (B).

Sowohl in der sensitiven wie auch in der resistenten Ovarialkarzinomzelllinie ist ein
Zusammenhang zwischen den log P-Werten als Mal} fir die Lipophile und der ersten
Aufnahmephase offensichtlich. Dementsprechend wurde fur diesen Zusammenhang
in  beiden Zelllinien eine sehr hohe, signifikante Korrelation gefunden
(Rangkorrelation nach Kendall).

Die Rangkorrelation nach Kendall wurde verwendet, da der Zusammenhang nicht
linear zu sein schien und keine Normalverteilung der Ordinatenschnittpunkte (y-
Abschnitte) vorlag. Die visuelle Betrachtung legte vielmehr eine exponentielle
Abhéngigkeit nahe. Die Darstellung der Korrelation mit den nicht logarithmierten
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Octanol / Wasser-Koeffizienten (P) sollte dann eine lineare Beziehung ergeben, die
durch eine lineare Regression beschrieben werden kann. Die Ergebnisse dieser
linearen Regression zeigt Abb. 6-11. Das Ausmald der Korrelation wurde tber den

Korrelationskoeffizienten r (entspricht der Korrelation nach Pearson) beurteilt.
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Abb. 6-11: Beziehung zwischen Lipophilie (P) und friher Aufnahme verschiedener
Platinkomplexe in A2780- (A) und A2780cis-Zellen (B), mit
Korrelationskoeffizienten und Regressionsgleichungen.
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Die Korrelation zwischen den Octanol / Wasser-Koeffizienten (P) und den ermittelten
Ordinatenschnittpunkten war sehr hoch (Korrelation nach Pearson). Dieses Ergebnis
gibt einen Hinweis auf eine lineare Beziehung zwischen den Octanol / Wasser-
Koeffizienten und der frihen Aufnahme der Platinkomplexe in Tumorzellen.
Angemerkt sei, dass der gebrauchliche parametrische Test auf statistische
Signifikanz hier aufgrund des negativen Testergebnisses der Prifung auf
Normalverteilung der Ordinatenschnittpunkte (Shapiro-Wilk) nicht durchgefihrt

werden darf.

Einbeziehung von Cisplatin und Carboplatin

Im nachsten Schritt wurden zusatzlich Carboplatin und Cisplatin als ,strukturfremde*”
Platinkomplexe mit anderen stabilen und austauschbaren Liganden in die Analyse
einbezogen. Tab. 6-3 gibt eine Ubersicht Gber die Lipophilie-Parameter und den aus
den Aufnahmeversuchen kalkulierten Steigungen und Ordinatenschnittpunkten von

Cisplatin und Carboplatin.

Tab. 6-3: Lipophilie von Cisplatin und Carboplatin sowie Steigungen und
Ordinatenschnittpunkte der ermittelten Regressionsgeraden in A2780- und
A2780cis-Zellen.

Komplex  loa P P A2780 A2780 A2780cis  A2780cis
P g Steigung  y-Abschnitt Steigung y-Abschnitt
Cisplatin -2,563 0,003 0,154 -0,446 0,074 -0,058
Carboplatin  -2,30 0,005 0,037 0,105 0,031 -0,016

Abb. 6-12 zeigt die Beziehung zwischen log P-Werten und den Ordinaten-

schnittpunkten unter Bertcksichtigung aller untersuchten Platinkomplexe.
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Abb. 6-12: Beziehung zwischen Lipophilie (log P) und friiher Aufnahme verschiedener
Platinkomplexe in A2780- (A) und A2780cis-Zellen (B), nach Integration
von Cisplatin und Carboplatin (grau gekennzeichnet).

Die gefundene Korrelation blieb sehr hoch, das Signifikanzniveau der Korrelation
wurde von signifikant auf héchst signifikant verbessert (A2780 r = 1.000, p < 0,001,
A2780cis r = 1.000, p < 0,001, Rangkorrelation nach Kendall).

Die Beziehung zwischen den Octanol/ Wasser-Koeffizienten (P) und den

Ordinatenschnittpunkten kann Abb. 6-13 entnommen werden.
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Abb. 6-13: Beziehung zwischen Lipophilie (P) und friher Aufnahme verschiedener
Platinkomplexe in A2780- (A) und A2780cis-Zellen (B), mit
Korrelationskoeffizienten, Regressionsgleichungen und 95 %
Konfidenzintervallen nach Integration von Cisplatin und Carboplatin.

Auch diese sehr hohe Korrelation zwischen den Octanol / Wasser-Koeffizienten (P)
und den ermittelten Ordinatenschnittpunkten blieb erhalten (A2780 r=0,985;
A2780cis r = 0,995; Korrelation nach Pearson).

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die frihe Phase der Aufnahme der
Oxaliplatin-Analoga in Tumorzellen von deren lipophilen Eigenschaften abhangig ist.
Bemerkenswert ist, dass sich auch die strukturell unterschiedlichen Platinkomplexe
Cisplatin und Carboplatin in das Modell integrieren lieBen. Der ermittelte

mathematischen Zusammenhangs zwischen den Octanol / Wasser-Koeffizienten (P)
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und den ermittelten Ordinatenschnittpunkten, insbesondere unter Berlicksichtigung
der 95 % Konfidenzintervalle der beiden Regressionsgeraden weist darauf hin, dass
Gemeinsamkeiten zwischen der resistenten und sensitiven Zelllinie bestehen. Dieser
Zusammenhang wurde durch Korrelation der ermittelten Ordinatenschnittpunkte der
Platinkomplexe in den beiden Zelllinien Uberprift. Das Ergebnis findet sich in Abb.
6-14.
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Abb. 6-14: Beziehung zwischen der frithen Aufnahme der Platinkomplexe in A2780-
und A2780cis-Zellen, mit Korrelationskoeffizient, Regressionsgleichung
und 95 % Konfidenzintervall.

Die gefundene Korrelation zwischen den Ordinatenschnittpunkten war sehr hoch
(r =0,992 Korrelation nach Pearson). Die Steigung der Regressionsgeraden betrug
anndhrend 1. Daraus kann gefolgert werden, dass sich die frihe Aufnahme in den

untersuchten sensitiven und resistenten Tumorzellen nicht unterscheidet.

6.4.2 Beziehungen zwischen Struktur, Lipophilie und Zytotoxizitat

Zur Untersuchung der Beziehung zwischen Struktur und Zytotoxizitat der Oxaliplatin-
Analoga wurden die an den untersuchten Zelllinien ermittelten ECso-Werte der
Platinkomplexe mit der Lipophilie der Platinkomplexe korreliert (Abb. 6-15). Die
Substanzen KP1475 und KP1476 (in Abb. 6-16) sind fur die in Kapitel 7.3.3 folgende

Diskussion gesondert gekennzeichnet (in grau markiert).
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Abb. 6-15: Beziehung zwischen Lipophile der Oxaliplatin-Analoga und der
Zytotoxizitat in A2780- (A) und A2780cis-Zellen (B).

Der Platinkomplex KP1475 verursachte nach kurzer Zeit eine Ablosung der Zellen
und fuhrte zu vielfach héheren Platinkonzentrationen (s. Kap. 6.2.2). Dies deutete auf
eine Schadigung der Zellmembran hin. Deshalb wurde die Substanz zur Unter-
suchung von Struktur-Zytotoxizitdtsbeziehungen analoger Platinkomplexe nicht
weiter bertcksichtigt.

Die gefundene Korrelation zwischen Lipophile und Zytotoxizitdt (ohne KP1475) ist
hoch und statistisch signifikant (A2780 r = 0,8, p = 0,05; A2780cis r = 0,8, p = 0,05;
Rangkorrelation nach Kendall). Das Ergebnis lasst auf einen inversen
Zusammenhang zwischen Lipophilie und Zytotoxizitat schlieRen: Je hoher die

Lipophilie, desto geringer ist die zytotoxische Wirkung der Platinkomplexe.
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Galanski et al. und Habala et al., die Struktur-Aktivitditsuntersuchungen mit einem
Teil der verwendeten Oxaliplatin-Analoga in verschiedenen Zelllinien durchfihrten,
stellten die Theorie auf, dass grol3e, sterisch volumindse Substituenten am DACH-
Liganden die Zytotoxizitat senken*’"?°®. zur Uberpriifung dieser These wurde der
Zusammenhang zwischen dem Molekulargewicht der Substanzen als einfaches Maf3
fur die GroRRe der Substituenten und dem ermittelten ECso-Wert untersucht (s. Abb.
6-16). Eine Korrelation bestand nicht (A2780 r =-0,74, p = 0,862; A2780cis r = 0,009,
p = 0,983; Rangkorrelation nach Kendall).
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Abb. 6-16: Beziehung zwischen dem Molekulargewicht der Oxaliplatin-Analoga und
der Zytotoxizitat in A2780- (A) und A2780cis-Zellen (B).
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6.4.3 Weiterfihrende Untersuchungen mit der Substanz KP1480

Im Folgenden wurde untersucht, warum der lipophilste Platinkomplex KP1480 eine
geringere Zytotoxizitat bei hoherer gemessener intrazellularer Platinkonzentration im

Vergleich zu Oxaliplatin aufweist (s. Kap. 6.2.2.).

Efflux

Da in den vorangegangenen Versuchen gezeigt wurde, dass die frihe Aufnahme der
Platinkomplexe mit der Lipophilie korreliert, bestand die Hypothese, dass eine
gesteigerte Elimination aus der Zelle (Efflux) — sei es durch passive Diffusion oder
den Transport Uber die Kupfertransporter ATP7A und ATP7B — fur die niedrige
Zytotoxizitat verantwortlich sein konnte. Zur Klarung dieser Fragestellung wurden
Zellen 12 Stunden mit 5 puM Platinkomplex inkubiert und die intrazellulare
Platinkonzentration gemessen. Parallel dazu wurden Zellen inkubiert, bei denen nach
12 Stunden das Medium gewechselt wurde und eine Auswaschphase von
12 Stunden folgte. Die Platinmenge wurde trotz der langen Versuchsdauer auf die
eingesetzte Zellzahl bezogen und nicht, wie es in vielen Publikationen zu lesen ist,
die Platinmenge als Platin pro mg Protein dargestellt. Diese Darstellung ist deshalb
unzulassig, weil der Zuwachs an Zellen durch die Zellteilung mit einer erhdhten
Proteinmenge einhergeht, die kalkulierte Platinmenge pro mg Protein
dementsprechend geringer wird und somit einen Efflux vortduscht. Zusatzlich weisen
sensitive und resistente Zellen ein unterschiedliches Wachstumsverhalten auf.

Abb. 6-17 zeigt, dass fur beide Substanzen nach 12 Stunden nur eine geringe
Elimination aus der sensitiven wie auch aus der resistenten Tumorzelle feststellbar
ist. Unterschiede, welche die geringere Zytotoxizitdt von KP1480 erklaren kdnnten,

wurden nicht gefunden.
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Abb. 6-17: Platinkonzentration in A2780- und A2780cis- Zellen nach 12 Stunden
Inkubation mit 5 pM Platinkomplex und nach 12 Stunden
Auswaschphase (X + SE ; n=3).

DNA-Adduktbildung

Im folgenden Experiment wurde der Frage nachgegangen, ob der lipophile
Platinkomplex KP1480 in gleichem Ausmaf} wie Oxaliplatin die DNA erreicht. Dazu
wurden 5-10° Zellen mit 100 pM der Platinkomplexe {ber 4 Stunden inkubiert, die

DNA isoliert und sowohl DNA als auch Platinkonzentration quantifiziert.
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Abb. 6-18: Platinierung der DNA der Ovarialkarzinomzelllinie A2780 und A2780cis
durch Oxaliplatin und KP1480 nach 4 Stunden Inkubation (X + SE; n=3,
*p <£0,05).
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Es zeigte sich, dass KP1480 sowohl in der sensitiven als auch resistenten Zelllinie
deutlich weniger Addukte bildet als Oxaliplatin. Dieser Unterschied war statistisch
signifikant (Mann-Whitney). Es sei angemerkt, dass die durch KP1480 verursachte
Platinierung der DNA mit der AAS nicht mehr erfasst werden konnte und von Dr.
Weber am Institute for Analytical Sciences (ISAS) in Dortmund mit einer validierten

Alternativmethode!®?

guantifiziert wurde.

Membranpraparation

Aus den Ergebnissen der Experimente zur DNA-Adduktbildung geht hervor, dass die
lipophile Substanz KP1480 trotz verglichen mit Oxaliplatin héherer Aufnahme in die
Zelle und &hnlicher Reaktivitat gegeniuber Nukleotiden (s. Kap.6.1), eine geringere
DNA-Platinierung verursacht. Mit der getrennten Erfassung des Platingehaltes der
Zellmembran im Vergleich zur Gesamtbelastung der Zelle sollte untersucht werden,
ob KP1480 eine hohere Affinitat zu Zellmembranen besitzt und deshalb die DNA
nicht erreichen kann.

Hierzu wurden 107 Zellen mit 100 uM Platinkomplex {iber zwei Stunden inkubiert, die
Membranpréparation durchgefiihrt und der Platingehalt der Membran und der zyto-
solischen Fraktion quantifiziert. Zur Darstellung der Ergebnisse in Abb. 6-19 wurde
kalkuliert, wieviel Platin in der Membran im Verhdltnis zur gesamten bestimmten

Platinmenge (Membran und Zytosol) gefunden wurde.
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Abb. 6-19: Platinmenge in % in der Membran bezogen auf die gesamte
aufgenommene Platinmenge in der Ovarialkarzinomzelllinie A2780 und
A2780cis (n=6 *p < 0,05).
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Die lipophile Substanz KP1480 zeigte eine geringfiigig hohere Anreicherung in den
isolierten Membranen im Vergleich zu Oxaliplatin. Das Ergebnis war fur die sensitive
Zelllinie signifikant (p < 0,05, Mann-Whitney). Fur die resistente Zelllinie war die
Tendenz einer Membrankumulation ebenfalls zu erkennen, statistische Signifikanz

wurde aber nicht erreicht (p = 0,08, Mann-Whitney).

6.4.4 Einfluss der Lipophilie auf den Resistenzgrad

Haufig findet sich in der Literatur die These, dass durch den Einsatz von
Platinkomplexen mit erhohter Lipophilie Resistenzen Uberwunden werden

kdnnen169,204

Die eingeschrankte Aufnahme von Cisplatin ist ein wichtiger
Resistenzmechanismus der A2780cis-Zellen. Die Aufnahme von Oxaliplatin war in
diesen Zellen im Vergleich zu der Aufnahme in sensitive A2780-Zellen ebenfalls
hochsignifikant eingeschrankt (p <0,01, Mann-Whitney, s.Kap.5.4.2.1). Die
verwendeten, gegen Cisplatin resistenten A2780cis-Zellen zeigten eine ausgepragte
Kreuzresistenz zu Oxaliplatin (s. Kap. 5.4.1). Die Untersuchung des Einflusses der
Lipophilie auf die Zytotoxizitdit sollte die Frage einer moglichen
Resistenzuberwindung durch eine Erhéhung der intrazellularen Platinkonzentration in
Tumorzellen klaren.

Abb. 6-20 gibt die Beziehung zwischen Lipophilie und Resistenzfaktor wieder.
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Abb. 6-20: Beziehung zwischen der Lipophilie der Oxaliplatin-Analoga und dem
Resistenzgrad.
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Ein Zusammenhang konnte nicht gefunden werden (r=-0,1, p=0,95 Rang-
korrelation nach Kendall). Die Substanz KP1475 wurde aus den genannten Grinden

nicht bertcksichtigt.
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7 Diskussion

Die Diskussion folgt der Gliederung des Ergebnisteils, wobei die Abschnitte
Methodenoptimierung und —validierung, Untersuchung makromolekularer Platinkom-

plexe und Untersuchung der Oxaliplatin-Analoga separat abgehandelt werden.

7.1 Methodenoptimierung und —validierung

7.1.1 CE-Methoden

CE-Methode zur Untersuchung der Platin-Nukleotid-Adduktbildung

Die CE-Methode von U. Warnke ist eine nach internationalen Kriterien der FDA'"
validierte Methode zur In-vitro-Untersuchung der Adduktbildung von Platinkomplexen
mit Nukleotiden. Allerdings eignet sich diese Methode nur in begrenztem Umfang fir
die Untersuchung strukturell sehr unterschiedlicher Platinkomplexe. So ist beispiels-
weise die Trennung des bifunktionalen dGMP-Addukts von dAMP unzureichend und
das Detektionsfenster (Zeitfenster) fur entstehende Addukte von Nukleotiden mit
strukturell unterschiedlichen Platinkomplexen zu schmal. Zusatzlich komigriert ein
Abbauprodukt der albuminbindenden Platinkomplexe mit madglichen
monofunktionalen Addukten. Ein weiteres Problem besteht in der geringen Stabilitat
der Nukleotide im Autosampler. Kritisch muss zusétzlich gesehen werden, dass die
Reaktion der Platinkomplexe im Autosampler mit anwesenden Nukleotiden wahrend
des Analysenzeitraumes nicht untersucht wurde.

Bei dem Abbauprodukt der albuminbindenden Platinkomplexe handelt es sich mit
hoher Wahrscheinlichkeit um eine ringoffene Form des Maleinimids. Die basisch
katalysierte Spaltung von Maleinimiden (Hydrolyse) wurde von Khan et al.
beschrieben und verlauft Gber verschiedene Zwischenstufen zur Maleaminsaure (4-

Amino-4-oxo-but-2-en-carbonsaure) (s. Abb. 7-1)%".
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4-Amino-4-oxo-but-2-en-carbonsaure

Abb. 7-1: pH-abhéangige Hydrolyse eines N-Alkylmaleinimids.

Zur Minimierung der basisch katalysierten Hydrolyse hatte ein neutraler oder saurer
Trennpuffer verwendet werden missen. Unter diesen Bedingungen ist die Trennung
der Nukleotide und Platin-Addukte aufgrund geringerer Unterschiede im
Masse/Ladungsverhaltnis allerdings deutlich schwieriger®?. Durch die dadurch zu
erwartende drastische Verschiebung der Migrationszeiten der Nukleotide und der
Platin-Nukleotid-Addukte wére ein Bezug auf die Elektropherogramme von Warnke
nicht moglich und eine aufwandige Identifizierung z.B. durch MS-Kopplung
notwendig geworden. Deshalb wurde eine Optimierung der Trennung bevorzugt.

Eine ausreichende Trennung gelang mittels eines héher konzentrierten Boratpuffers,
dessen pH-Wert 9,1 betrug, durch Ausnutzung des stacking-effekts und pH-bedingter
Migrationszeitverschiebungen (s. Kap. 3.2.1). Dem Nachteil der relativ hohen
Elektrolytkonzentration, welche durch starkere Joule’sche Erwarmung Uber eine
Ausdehnung der Flussigkeit in der Kapillare zu einer schlechteren Injektionsprazision
durch Verlust von Probe am Kapillareinlass fihren kénnte, wurde durch den Einsatz
eines internen Standards vorgebeugt. Hiermit wurde zugleich die Stabilitat der
Proben im Autosampler verbessert. Die Ursache der geringen Stabilitdt beruhte auf
Verdunstung der kleinen verwendeten Probenvolumina, was nach einigen Stunden
zu erhohten Konzentrationen fuhrte. Es handelte sich also nicht um ein
Stabilitatsproblem der Substanzen, sondern um einen physikalischen Effekt der den
internen Standard im gleichen MaRe betrifft. Nach Uberpriifung des AusmaRes der
Adduktbildung von Oxaliplatin  mit Nukleotiden wahrend der Lagerdauer im
Autosampler wurde anhand der Ergebnisse — nach 6 Stunden konnte keine relevante
Reaktion festgestellt werden - festgelegt, dass bei einer Analysenzeit von
30 Minuten 12 Proben mit Oxaliplatin-Analoga oder Carboplatin (aufgrund der

geringeren Aktivitdt) nacheinander vermessen werden konnen. Allerdings ist es
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notwendig, diese Uberprifung fir andere Reaktionsbedingungen, wie z.B.
veranderte Elektrolytkonzentrationen oder in Anwesenheit von schwefelhaltigen
Aminosauren zu wiederholen, da sich hier die Reaktivitat und auch das Verhaltnis
der Reaktivitat der Platinkomplexe untereinander deutlich verandern kann?*%°°.

Die gute Within- bzw. Between-day-Prazision der Methode (s. Kap. 4.1.2) ist auf die
hohe Stabilitat der Nukleotide und auf den internen Standard zurickzufuhren, der
neben dem Verdunstungsfehler auch Unregelmafigkeiten der hydrodynamischen
Injektion kompensiert. Dass die Within-day-Préazision etwas besser ist als die
Wiederholprazision liegt an einen Wechsel der Kapillare, der wahrend des
Validierungsprozesses notwendig wurde. Unterschiede an den Kapillarenden, die
durch das Schneiden der Kapillare entstehen, kdnnen minimale Schwankungen der
Injektionsprazision zur Folge haben®®’.

Der Nachteil der optimierten Methode ist eine niedrige Empfindlichkeit mit einem
LLOQ von 5 uM fir die Nukleotide dAMP und dGMP. Dies ist durch den geringen
Kapillarinnendurchmesser (ID 75 um) begrindet, der die Schichtdicke der
Detektionszelle festlegt. Fir eine Bestimmung der In-vitro-Adduktbildung von Platin-
komplexen mit Nukleotiden ist die Empfindlichkeit allerdings ausreichend, da die
Reaktionsbedingungen an die Empfindlichkeit angepasst werden kdnnen. Jedoch ist
die Methode nicht fir eine Bestimmung der Addukte unterschiedlicher
Platinkomplexe — vor allem von solchen mit geringerer Reaktivitat als Cisplatin — mit
Nukleotiden zellularer DNA aus Zellkulturversuchen oder In-vivo-Experimenten (nach
enzymatischen Verdau) geeignet. Solche Untersuchungen setzen andere
instrumentelle Methoden oder Detektionsverfahren voraus, die eine hodhere
Empfindlichkeit ermdéglichen. Lésungsmoglichkeiten, die zum Erfolg fihren kénnten,
sind der Einsatz von Immunoassays, LIF-Detektoren zur Messung der
Laserinduzierten Fluoreszenz oder HPLC-Methoden. Die sehr empfindlichen
Immunoassays haben den Nachteil, dass eine Differenzierung zwischen
verschiedenen Addukten nur begrenzt mdglich ist. Ein Vergleich zwischen
Platinkomplexen  mit  unterschiedlichen  Neutralliganden erfordert jeweils
adduktspezifische Antikorper. Auf3erdem kann ein shielding der Addukte durch
gebundene HMG-Proteine in Zellkulturexperimenten und in vivo dazu fuhren, dass

die Adduktbildung deutlich unterschatzt wird?®.
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Geeigneter ist die Verwendung von LIF-Detektoren, was aber eine Derivatisierung
mit einem geeigneten fluoreszierenden Agens erfordert. Die meisten in der Literatur
beschriebenen Verfahren der Fluoreszenzmarkierung freier Nukleotide, die sich
prinzipiell auch fur den Nachweis von Platinaddukten eignen, beruhen auf einer
Derivatisierung der Phosphatgruppe am 5-Ende des Riboserestes durch ein Amin
unter Ausbildung eines Phosphoramidats. Ein interessanter Ansatz fur die
Kapillarelektrophorese ist in der Dissertation von Wérth beschrieben®®. Nukleotide
lassen sich mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bodipy-EDA unter Carbodiimid
(EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid) — Katalyse im

wassrigen Milieu zu einem fluoreszierenden Phosphoramidat umsetzen (Abb. 7-2).

HO

Abb. 7-2: Fluoreszenzderivatisierung von Nukleotiden nach Worth?®,

Mit dieser Methode wurden Nukleotide in pikomolarer Konzentration erfasst
[LLOQ 6 pM]. Allerdings ist diese Methode bislang noch fiir nicht zur quantitativen
Analyse genomischer DNA und der Trennung von Platin-DNA-Addukten optimiert
und validiert worden.

Mittels der HPLC kann die Detektionsgrenze fur freie Nukleotide in den
subpikomolaren Bereich gesenkt werden®*’, wobei die Trennung von Addukten, die
sich hinsichtlich ihrer Lipophilie nur unwesentlich unterscheiden, &auf3erst diffizil
ist?’14% Fir solche Verbindungen die ein unterschiedliches Masse/Ladungsverhaltnis
aufweisen, ist die Kapillarelektrophorese prinzipiell besser geeignet.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine einfache Kkapillar-

elektrophoretische Methode zur Untersuchung der Platin-Nukleotid-Adduktbildung
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unterschiedlicher Platinkomplexe optimiert und nach international anerkannten
Kriterien validiert wurde. FUr Experimente, die in der Durchfihrung der relativ
niedrigen Empfindlichkeit angepasst werden konnen, ist sie aufgrund der hohen
Trennleistung, der direkten Probenvermessung ohne vorgeschaltete Derivatisierung
oder Probenaufarbeitung, relativ kurzen Analysenzeiten und sehr niedrigen Kosten

gut geeignet und den meisten anderen Verfahren Uberlegen (Tab. 7-1).

Tab. 7-1: Vergleich verschiedener Methoden zur Trennung von Platin-Nukleotid-
Addukten.

Referenz Un_tersuchte Methode Bemerkung
Platinkomplexe

o Austausch- Trennung Uber verschiedene
Fichtinger- chromatographie Séaulen

Schepman Cisplatin
et al. 1985212 H-NMR GrolRer Sub§tanzbedarf
AAS Analysenzeit mehrere Stunden

Trennung mono- und
bifunktionaler dGMP-Addukte

Cisplatin - - .
Holngggﬁltlal' c bp lati RGPr:dIiDeLnCt: Keine Erfassung von dAMP-
arboplatin Addukten
Analysenzeit 1 Stunde
Kationen-
Cisolatin austauscher  Hohe Empfindlichkeit
Saris et al. p . RP"’_'PL(?' Nur bifunktionale Addukte
40 Oxaliplatin Gradient in .
1996 _ o .. Analysenzeit mehrere Stunden
Lobaplatin Kombination mit ) _ _
AAS oder 32p- Radioaktives Material
Postlabeling
Hohe Empfindlichkeit
Sharma et al . . Nur bifunktionale Addukte und
1995213 Clsplatln CZE/LIF Nukleotide
Derivatisierung notwendig
: : Trennung aller bekannten
Cisplatin
Warnke et al. pratin Addukte und Nukleotide in
200132 Carboplatin CZE einem Lauf
und eigene Oxaliplatin CZE/ESI-MS Analysenzeit 30 Minuten
Arbeit Lobaplatin

Niedrige Empfindlichkeit
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CE-Methode =zur Untersuchung der Albuminbindung und Stabilitdt der
albuminbindenden Platinkomplexe

Zur Uberpriifung der Albuminbindung und der Stabilitat albuminbindender Platin-
komplexe PLO4 und PLO7 wurde eine Methode entwickelt, die eine Analyse bei
physiologischem pH-Wert (pH 7,4) ermdglicht. Die Einstellung des pH-Werts auf
pH 7,4 ist aufgrund der pH-abh&ngigen Bindung der Maleinimidstruktur der Platin-
komplexe an die freie Sulfhydrylgruppe im Albumin und der basisch katalysierten
Ring6ffnung des Maleinimids unbedingt notwendig. Auf eine aufwendige Validierung
wurde verzichtet, da diese Methode nicht fir umfangreiche quantitative
Untersuchungen entwickelt werden sollte. Die Validierung begrenzte sich auf die
Untersuchung der Linearitdt. Deshalb kénnen mit dieser Methode nur relative
Aussagen gemacht werden. Zur Qualitatskontrolle wurde grundsétzlich gegen eine
frisch aufgetaute Losung von PLO4 oder PLO7 als Referenz gemessen. Der grol3e
Vorteil der Methode liegt in der kurzen Analysenzeit von 15 Minuten, der Verwen-
dung wassriger Trennpuffer und somit sehr niedriger Kosten. Kratz et al.
verwendeten zur Uberpriifung der Albuminbindung vergleichbarer Doxorubicin- und
Camptothecin-Derivate eine HPLC-Methode mit einem bindren Gradienten aus
Phosphatpuffer pH 7,4 und Acetonitril. Die Analysenzeit betrug ca. 60 Minuten!>*7®,
Kritisch anzumerken ist, dass mit beiden Methoden die Bindungsstelle der Platin-
komplexe am Albumin nicht eindeutig charakterisiert werden kann. Die Ergebnisse
zur Albuminbindung und zur Stabilitdt der Platinkomplexe werden ausfuhrlicher in
Kap. 7.2.1 diskutiert.

7.1.2 Proteinbestimmung und Fluoreszenzassay

Die BCA-Methode =zur Proteinbestimmung und der entwickelte FITC-
Fluoreszenzassay zur Optimierung der Aufnahmeexperimente makromolekularer
Substanzen wurden teilvalidiert. Die Grunde fir die Validierung dieser
bioanalytischen Methoden seien im Folgenden kurz angefuhrt. Fur Albumin-FITC
wird vom Hersteller ein méglicher Licht- und pH-abhéngiger Fluoreszenzverlust in
Lésung beschrieben, ohne dass Stabilitatsdaten angegeben sind®®?. Zur Anwendung
des BCA-Kits zur Proteinbestimmung werden die Aufnahme einer Kalibriergeraden

und die Auswertung mittels einer quadratischen Regression empfohlen, allerdings
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fanden sich keine Daten zur Validierung oder Hinweise auf den Einsatz von separat
hergestellten und gelagerten Qualitatskontrollproben. Systematische Fehler
(Verduinnungsfehler der Kalibratoren und andere Fehlerquellen) lassen sich anhand
der Qualitatskontrollproben aufdecken. Durch den Einsatz der Kontrollen ist es
zudem mdoglich, eine Zersetzung der Stammldsung, aus dem die Kalibratoren
hergestellt werden, frihzeitig zu entdecken. Die Ermittlung von Prazision und
Richtigkeit ermoglicht erst eine Bewertung und Einschatzung der erzielten Ergeb-
nisse und eine quantitative Aussage. Relativmessungen in Bezug zu einer Kontrolle
konnen nur sehr bedingt fir quantitative Aussagen verwendet werden, da hier von
Voraussetzungen ausgegangen wird — wie Linearitdt und Varianzenhomogenitat —

die oft nicht, oder nur in einem sehr begrenzten Konzentrationsbereich gultig sind.

7.1.3 AbschlielRende Bemerkung zur Validierung analytischer Methoden

Auf eine Validierung analytischer Methoden, die zur Quantifizierung von Analyten im
Rahmen experimenteller Versuche eingesetzt werden, wird haufig verzichtet. Dies ist
ein Faktor, der — neben anderen, wie z.B. einer unzureichenden Statistik — mit dafur
verantwortlich ist, dass ein Grof3teil der publizierten Ergebnisse nicht reproduzierbar
ist?2#?1> Deshalb ist es unbedingt notwendig, alle verwendeten analytischen Metho-
den einer kritischen Uberpriifung zu unterziehen. Hierbei sollte genau abgewogen
werden, ob der Aufwand einer Validierung angemessen ist, oder welche Mal3nah-
men, z.B. in Form einer Teilvalidierung, zur Qualitatssicherung getroffen werden

mussen.

7.2 Makromolekulare Platinkomplexe

7.2.1 Bindung an Albumin

Der erste entscheidende Schritt im Konzept der Ausnutzung von Albumin als Trager
fur Platinkomplexe basiert auf einer raschen und selektiven Bindung der albumin-
bindenden Platinkomplexe Uber die Maleinimidstruktur an die Sulfhydrylgruppe des
Cysteins in Position 34 von Albumin (s. Kap. 1.5.1). Diese Bindungsfahigkeit wurde

in vitro mittels der eigens entwickelten kapillarelektrophoretischen Methode fir die
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Platinkomplexe PLO4 und PLO7 untersucht. Bereits nach 15 Minuten lagen beide
Substanzen zu mehr als 90 % an Albumin gebunden vor, nach 30 Minuten konnte
kein ungebundener Platinkomplex mehr detektiert werden. Das Inhibitionsexperiment
mit EMC-blockiertem Albumin zeigte, dass die Bindung an Albumin innerhalb der
ersten Minuten im Wesentlichen auf die Maleinimidgruppe zurtckzufihren ist und
nicht unspezifisch, z.B. Uber eine kovalente Bindung durch Ligandenaustausch,
verlauft. Vergleichbare Ergebnisse wurden von Kratz und Warnecke mit
albuminbindenden Doxorubicin- und Camptothecin-Derivaten erzielt'"*'">. Auch hier
erfolgte eine nahezu quantitative Bindung, die nach Blockade des Albumins mit EMC
nicht auftrat. Ein zusétzlicher Hinweis auf die spezifische Bindung an das Cystein®*
wurde in diesen Arbeiten durch HPLC-MS-Kopplung gewonnen. Humanes
Serumalbumin besteht in vivo aus einer Mischung aus 70 % Mercaptalbumin und
30 % Nicht-Mercaptalbumin, in dem das Cystein in Position 34 oxidiert
vorliegt?*®?*"21®  Durch die HPLC-MS-Kopplung konnten die Autoren zeigen, dass
die Bindung nur an das Mercaptalbumin erfolgt. Obwohl in dieser wie auch in den
Arbeiten von Kratz und Warnecke kein direkter Nachweis der Bindung an die
spezifische Position des Cysteins®* erbracht wurde, kann aus der
zusammenfassenden Betrachtung der Ergebnisse auf diese Bindung geschlossen
werden.

Die Stabilitatsuntersuchungen von PLO4 und PLO7 unter den Bedingungen der
Bindung an Albumin ergaben einen Abbau der Substanzen in der angestrebten
Kopplungszeit von 30 Minuten. Zeitgleich wurde ein Abbauprodukt beobachtet. Da
die basisch katalysierte Hydrolyse der Maleinimidstruktur zur Maleaminsdure gut
beschrieben ist, wurde auf eine weitere Identifizierung verzichtet. Allerdings ist die
Maleaminsdure nicht mehr zur Kopplung an Cystein fahig'®®?° weshalb die
Hydrolysereaktion als Konkurrenzreaktion zur Bindung an Albumin aufzufassen ist. In
Anwesenheit von Albumin konnte innerhalb der Bindungsszeit kein Hydrolyseprodukt
detektiert werden. Dieses Ergebnis ist plausibel, da die Hydrolyse zur Maleamin-

198219 ynd die Reaktion mit der

saure mehrere reversible Schritte beinhaltet
nukleophilen Sulfhydrylfunktion sehr schnell verlauft, wodurch die Hydrolyse in An-
wesenheit von Albumin in den Hintergrund tritt. Allerdings wurde aus der mdglichen
Hydrolyse die Notwendigkeit ersichtlich, die Stammlésungen der albuminbindenden

Platinkomplexe mit besonderer Vorsicht zu behandeln und nur in einem durch
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geeignete Stabilitdtsuntersuchungen gesicherten Rahmen zu verwenden. Eine
alternative Moglichkeit hatte in einer Stabilisierung der Stammldsungen durch saure
Puffer bestanden, aber in Anbetracht vieler pH- und elektrolytabhéngiger
Experimente wurde eine Absicherung tber Stabilitadtsuntersuchungen bevorzugt.

Fur die Umsetzung der Platinkomplexe mit Albumin musste ein 6-facher Uberschuss
an Albumin verwendet werden, um eine vollstandige Bindung zu erreichen. Die
Ursache fiir diesen Uberschuss ist in der Zusammensetzung von handelsiiblichem
Serumalbumin begrindet. Handelsiibliches humanes Serumalbumin besitzt einen
geringeren Anteil an Mercaptalbumin als natives Albumin in vivo. Fur das verwendete
humane Serumalbumin wurde ein Verhéaltnis von 21 % Mercaptalbumin zu 79 %
Nicht-Mercaptalbumin durch die Arbeitsgruppe Kratz bestimmt. Zur Gewdahrleistung
der vollstandigen Bindung an Albumin und zur Vermeidung der Ergebnisverfalschung
durch ungebundene Platinkomplexe wurde entschieden, in allen Experimenten mit
einem 6-fachen Uberschuss an Albumin zu arbeiten. Die Verwendung des
Uberschusses an Albumin fir die In-vitro-Experimente kann als Kritikpunkt gesehen

werden und wird in den folgenden Kapiteln des Ofteren aufgegriffen.
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7.2.2 Platin-Nukleotid-Adduktbildung

Die Art der Adduktbildung mit Nukleotiden der DNA und die Reaktivitat der Platin-
komplexe haben entscheidenden Einfluss auf die Zytotoxizitat der Platinkomplexe
und die Wirksamkeit in vivo (vgl. Kapitel 1.3.2 und 1.3.3).

Mit Hilfe der optimierten kapillarelektrophoretischen Methode von U. Warnke wurden
beide Eigenschaften fur die albuminbindenden Platinkomplexe untersucht. Das
Ergebnis, dass PLO4 mit den Nukleotiden dAMP und dGMP dieselben Addukte
bildete wie Oxaliplatin und PLO7 wie Cisplatin, konnte aufgrund der strukturellen Ge-
meinsamkeiten erwartet werden. PLO4 und Oxaliplatin besitzen den DACH-Liganden,
PLO7, Cisplatin und Carboplatin die beiden Ammin-Liganden als stabile Neutral-
liganden (Abb. 7-3). Da Nebenprodukte in Form unbekannter Peaks mit Ausnahme
eines Abbauprodukts der Platinkomplexe (Maleaminsaure, s. Kap. 7.2.1), welches
auch bei separater Injektion der Platinkomplexe nachweisbar war, nicht detektiert
wurden, ist davon auszugehen, dass die Maleinimidfunktion, welche potentiell auch
an nukleophile Stickstoffverbindungen zu binden vermag, nicht mit den nukleophilen
Zentren der Nukleotide reagiert.
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Abb. 7-3: Strukturverwandtschaften der untersuchten Platinkomplexe (hell- und
mittelgrau = Neutralliganden, dunkelgrau = austauschbare Liganden).
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Allerdings wurden fur die albuminbindenden Platinkomplexe PL0O4 und PLO7 keine
monofunktionalen Addukte detektiert. Dieses Adduktmuster ist auf den austausch-
baren Cyclobutandicarboxylat-Liganden (CBDCA) zurtckzufihren. Eine
vergleichbare Adduktbildung wurde auch in der Literatur durch King et al. und
Warnke et al. beschrieben und durch eigene Untersuchungen mit Carboplatin
bestatigt. Als Ursache wird eine direkte Reaktion von Carboplatin mit Nukleotiden
ohne vorherige Hydrolyse diskutiert**3*?*°, Ein weiterer Erklarungsansatz lasst sich
aus der chemischen Besonderheit des CBDCA-Liganden formulieren. Die
Ringoffnung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Substitutionsreaktion.
Fur Carboplatin wurde eine schnelle Rickbildung des Chelatringes beobachtet und
eine sterische Behinderung nukleophiler Substitutionsreaktionen®®?°. Méglicherweise
ist erst dann eine Reaktion mdglich, wenn der Chelatligand vollstandig entfernt
wurde.

Die Resultate der Experimente zur Reaktivitat der Platinkomplexe gegentber den
Nukleotiden dAMP und dGMP ergaben eine fallende Reaktivitat in der Reihenfolge
Cisplatin>Oxaliplatin>PLO4>PL0O7>Carboplatin. Die gefundenen Reaktivitatsunter-
schiede zwischen den etablierten Platinkomplexen sind literaturkonform und
chemisch plausibel. Die austauschbaren Liganden von Oxaliplatin und Carboplatin
sind entropiestabilisierte Chelatliganden und damit schlechtere Abgangsgruppen®®.
Der Malonsaure-Chelatring von Carboplatin behindert zusatzlich durch seine
sterische Konformation — der Cyclobutanring ist Uber der Platinebene lokalisiert —
den Angriff von Nukleophilen. Schwieriger zu interpretieren sind die Unterschiede
zwischen PLO4 und PLO7. Diese beiden Platinkomplexe unterscheiden sich nur in
ihren stabilen Liganden. PLO4 besitzt den DACH-Liganden, PLO7 zwei Ammin-
liganden. Die h6here Reaktivitdt von PLO4 im Vergleich zu PLO7 muss also auf den
DACH-Liganden beruhen und ist moglicherweise auf einen héheren trans-Effekt (vgl.
Kap. 1.2) durch den positiv induktiven (+I) Einfluss des Kohlenstoffrings

zurtckzufuhren.

7.2.3 Bioaktivierung

In einem nachsten Schritt sollte die Freisetzung einer reaktiven niedermolekularen

Platinspezies aus dem makromolekularen Prodrug als Mechanismus der Aktivierung
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der an Albumin gebundenen Platinkomplexe Uberprift werden. Hierzu wurden die
Platinkomplexe PLO4 und PLO7 an Albumin gebunden und tber 96 Stunden mit den
Nukleotiden dAMP und dGMP inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgte eine
Fallung des Albumins und eine kapillarelektrophoretische Untersuchung des
Uberstandes auf Nukleotide und Platin-Nukleotid-Addukte. Platin-Nukleotid-Addukte
lieRen sich zu keinem Zeitpunkt nachweisen. Eine dhnliche Beobachtung wurde auch
schon von U. Warnke gemacht, der albuminbindende Platinkomplexe mit sdurelabiler
Hydrazonsollbruchstelle und Ethylendiamindichloroplatin(ll) als reaktive Teilstruktur
untersuchte (Abb. 7-4)%%°.

NHZ\__L<O—©\]ZZN—NH N% 3
© } 0; C )—‘\zlg—Albumin

O

Hohe Proteinbindung

saurelabile Bruchstelle
Abb. 7-4: Saurelabiles Prodrug mit Hydrazonstruktur.

Mit dieser Substanz konnte nur eine &aullerst geringe Wechselwirkung mit
Nukleotiden nach der Kopplung an Albumin beobachtet werden. Als eine mogliche
Ursache wird die Bindung der freigesetzten Ethylendiamindichloroplatin(ll)-
Teilstruktur an Albumin diskutiert. Der vergleichbare niedermolekulare Platinkomplex
bindet schnell an Albumin. Nach separater Inkubation dieses Platinkomplexes mit
dem Nukleotid dGMP in Anwesenheit von Albumin blieb die Nukleotid-Adduktbildung
aus.

Bei der Entwicklung der neuen albuminbindenden Platinkomplexe PL04 und PLO7
wurden diese Erkenntnisse allerdings bereits bertcksichtigt und versucht, die
Problematik einer irreversiblen Albuminbindung durch Verwendung des Cyclobutan-

dicarboxylat-Liganden (CBDCA) und verdnderter Positionierung des albumin-
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bindenden Molekdlteils — anstelle des Neutralliganden wurde der austauschbare

Ligand substituiert — zu l6sen.

Geringe Proteinbindung

R=NH,/DACH ‘ 0

R\\ L G -

R N ;

75 O\[(\/ | S-Albumin
R —_

y/ 0

O cBDCA (@]
i

R +

\ /OH2

Pt.  Reaktiver Platinkomplex

R OH,*
Abb. 7-5: Grundstruktur der albouminbindenden Platinkomplexe.

Carboplatin als verwandter Platinkomplex besitzt aufgrund des weniger reaktiven

CBDCA-Liganden eine sehr geringe Proteinbindung®*%#,

Durch Synthese der
albuminbindenden Teilstruktur an diesen austauschbaren Liganden sollte eine
Reaktion durch den direkten Kontakt von reaktivem Platinkomplex — erst nach der
Hydrolyse des CBDCA-Liganden entsteht ein reaktiver Komplex — und Albumin
verhindert werden (Abb. 7-5).

Eine starke, unspezifische Bindung an Albumin als Erklarung fur die fehlende Nach-
weisbarkeit der Platin-Nukleotid-Addukte wurde deshalb vorerst als unwahrscheinlich
angenommen. Als mdgliche Ursache konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der
direkte Kontakt zwischen Nukleotiden, entstehenden Platin-Nukleotid-Addukten und
der grofRen Menge an Albumin fur die fehlende Nachweisbarkeit der Addukte nach
Fallung des Albumins verantwortlich war. Albumin ist Transporter und Bindungs-
partner vieler verschiedener Substanzen im humanen Blut und besitzt unterschied-
lichste Bindungsstellen. Eine Bindung der Nukleotide an Albumin kénnte diese rdum-
lich abschirmen und vor der Reaktion mit den Platinkomplexen schutzen. Auch ware
durch Bindung der Platin-Nukleotid-Addukte eine gemeinsame Féallung mit Albumin
denkbar. Demzufolge musste ein System gefunden werden, das eine Trennung von
Albumin und der entsprechenden Zielstruktur gewahrleistete. Nur so konnte die

Uberprifung der Hypothese einer (extrazellularen) Aktivierung erfolgen.
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Durch die Verwendung einer Mikrodialysekammer wurde diese Problematik gelost.
Eine Mikrodialysekammer besteht aus zwei Kammern, die durch eine semipermeable
Membran getrennt werden. Durch den Einsatz von Kalbsthymus-DNA anstelle der
freien Nukleotide wurde die Trennung von Zielstruktur und makromolekularem Platin-
komplex erreicht. Die Mikrodialysekammer kann auch als Zweikompartiment-System
aufgefasst werden, das eine stark vereinfachte Simulation der Bedingungen im
Tumorgewebe ermdglicht. Die eine Seite der Kammer stellt dabei den Intrazellular-
raum, die andere den Extrazellularraum dar. Durch Einfiillen von DNA in die eine und
Platinkomplex (frei oder an Albumin gebunden) in die andere Seite der Kammer kann
der Anteil der Substanz bestimmt werden, der in der Lage ist, die semipermeable
Membran zu passieren und auf der anderen Seite DNA zu platinieren. Da die
semipermeable Membran nur Substanzen mit einem Molekulargewicht < 5 KDa
passieren lasst, ist die platinierte DNA ein Mal3 fur intermediar freigesetzte, reaktive
niedermolekulare Platinspezies.

Die Strukturen der albuminbindenden Platinkomplexe erlauben mehrere Hypothesen
zur Freisetzung solcher niedermolekularer, reaktiver Platinverbindungen nach
Albuminbindung (Abb. 7-6).

R=NH,/DACH 0
N
Pt O\/\N < :
o f S-Albumin
o
¢} o
I. Hydrolyse ¥ \ Il. Esterspaltung (pH-abhangig oder enzymatisch)
o}
R OH,* R
N/ X
/P\ /Pt OH
R OH,* R /C
o

Reaktive Platinkomplexe
. Aquakomplex
1. Carboplatin analoger Platinkomplex

Abb. 7-6: Struktur der albumingebundenen Platinkomplexe mit eingezeichneten
Sollbruchstellen.
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Hauptmechanismus soll die Hydrolyse des Cyclobutandicarboxylat-Liganden
(CBDCA) sein, wodurch ein niedermolekularer Aquakomplex vom Albumin gelost
wird. Als erster Schritt zur Ring6ffnung des CBDCA-Liganden wird eine Protonierung
eines Sauerstoffs angenommen®'. Deshalb ist eine pH-Abhangigkeit der
hydrolytischen Aktivierung denkbar. Als ein weiterer Mechanismus ist eine pH-
abhangige oder enzymatische Spaltung der Esterfunktion mdglich. Eine gesteigerte
Aktivierung in niedrigen pH-Bereichen k&me der Anwendbarkeit in vivo im Sinne
eines Drug Targeting entgegen, da gerade Tumorgewebe haufig einen geringeren
pH-Wert aufweist??32%4,

Auch die Internalisierung als makromolekularer Komplex mit anschlielender intra-
zellularer Aktivierung — z.B. durch lysosomalen Abbau des Albumins kann nicht
ausgeschlossen werden.

Die Mikrodialysekammern ermoglichten die Simulation verschiedener Reaktions-

bedingungen. Die Ergebnisse werden im Folgenden diskutiert.

Aktivierung durch unspezifische Hydrolyse

Die Resultate dieser Versuche ergaben, dass die Reaktivitdt der Platinkomplexe
PLO4 und PLO7 bei pH 7,4 nach der Bindung an Albumin im Vergleich zu den
ungebundenen, niedermolekularen Substanzen um den Faktor 100-150 niedriger
war. Daraus lasst sich folgern, dass entweder nur eine geringe Freisetzung reaktiver
niedermolekularer Platinkomplexe erfolgte, oder diese reaktiven Platinspezies an das
Albumin binden. Dieses Ergebnis Uberraschte, da das Design der albuminbindenden
Platinkomplexe eine Bindung an Albumin vermeiden sollte. Ein Erklarungsansatz
lasst sich aus dem chemischen Verhalten dieser Platinkomplexe ableiten.

Anders als Cisplatin, das mit den Chlorid-Liganden zwei voneinander unabhangige
Liganden aufweist, die auch separat ausgetauscht werden koénnen, besitzen
Carboplatin und seine Analoga PL04 und PLO7 einen zweizahnigen Chelatliganden.
Wird dieser Ligand an einer Position hydrolysiert, ist er Uber die zweite Bindungs-
stelle weiterhin gebunden (zweigliedrige Ring6ffnung). Da die albuminbindende Teil-
struktur an den CBDCA-Liganden synthetisiert wurde, ist eine reaktive Funktion in
unmittelbarer Proteinumgebung fixiert. Es kénnen ein zweiter Hydrolyseschritt (voll-
standige Aktivierung des Platinkomplexes) oder eine (unerwtnschte) Bindung an
Albumin folgen (Abb. 7-7).
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Abb. 7-7: Darstellung der Bindung an Albumin nach Teilhydrolyse (hier am Beispiel
einer Ruckbindung von PLO7 an Cysteing; dargestellt). Die Aminoséaure-
sequenz von Albumin ist in Ausschnitten wiedergegeben (Gln = Glutaminas,
Cys = Cysteingg, Pro = Prolings, Phe = Phenylalanings, Tyr = Tyrosings, Gly
= Glycings, Glu = Glutaminsauregs, Met = Methioningy).

Nach Teilhydrolyse des CBDCA-Liganden kann es zu einem elektrophilen Angriff des
kationischen Aquakomplexes auf eine nukleophile Struktur des Albumins wie z.B. die
Thiol- oder Hydroxygruppe einer benachbarten Aminosaure kommen. Dabei wird
Platin unter Wasserabspaltung kovalent an die nukleophile Gruppe gebunden und
steht flr weitere Schritte der Bioaktivierung nicht mehr zur Verfigung.

In Anbetracht dieser Moglichkeiten muss diskutiert werden, ob der CBDCA-Ligand
und die damit einhergehende Aktivierung durch unspezifische Hydrolyse eine
geeignete Variante fur das Prodrug-Konzept darstellt. Der zweite Hydrolyseschritt der
die Freisetzung des reaktiven Platinkomplexes ermdglichen wirde, verlauft sehr
langsam: In Hydrolyseexperimenten wurde eine Halbwertszeit von mehreren Tagen

ermittelt?®28-225

. In dieser Zeitspanne ist der reaktive Monoaquakomplex in der
Proteinumgebung fixiert und steht fir Reaktionen mit dem Protein zur Verfligung.
Selbst wenn es zu einer Freisetzung des reaktiven Platinkomplexes kommt, musste
es sich um einen Diaquakomplex (evtl. Dichlorokomplex) handeln, der als ein

Analogon der aktivierten Form des Cisplatins aufgefasst werden kann. Fur Cisplatin
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wurde eine sehr schnelle Albuminbindung an verschiedene Positionen des Albumins
gezeigt. Als bevorzugte Bindungsstellen wurden die Aminosauren Methionin, Cystein
und Histidin ermittelt. Auch eine Spaltung von Disulfidbriicken und Peptidbindungen
ist beobachtet worden???2"228 . Warnke konnte zeigen, dass nach der Inkubation
von Cisplatin mit Albumin keine Reaktion mit Nukleotiden erfolgte?*°. Die erzielten
Ergebnisse und die Tatsache, dass Albumin zahlreiche Bindungsstellen fir den
erwarteten aktivierten Platinkomplex besitzt, erfordert eine Anderung der Strategie.
Eine Losungsmaoglichkeit kdnnte darin bestehen, die Sollbruchstelle zu verschieben.
Prinzipiell ist der CBDCA-Ligand keine schlechte Wahl, da Carboplatin eine geringe
Proteinbindung aufweist, die auf diesen wenig reaktiven Liganden zurtckzufihren ist.
Eine s&urelabile oder enzymatisch spaltbare Sollbruchstelle, die eine Abspaltung
eines niedermolekularen Platinkomplexes mit intaktem CBDCA-Liganden erlaubt,
kénnte zum Erfolg fuhren.

Gestutzt wird diese These durch ein Kontrollexperiment, mit dem die Auswirkung der
Anwesenheit der relativ gro3en Menge an Albumin auf die Fahigkeit von Carboplatin
zur Reaktion mit Kalbsthymus-DNA untersucht wurde. Es sollte geklart werden, in-
wieweit die bloRe Anwesenheit von Albumin die Fahigkeit eines niedermolekularen
Platinkomplexes mit vergleichbarer Struktur zur Reaktion mit der DNA, sei es durch
Proteinbindung oder Behinderung der Diffusion durch die semipermeable Membran,
einschrankt. Wie sich zeigte, erniedrigte die Anwesenheit von Albumin in der
Mikrodialysekammer die Reaktivitat von Carboplatin gegeniiber der DNA auf ca. ein
Drittel. Das Ausmald der DNA-Platinierung Uber die Zeit stieg aber weiterhin linear
an. Auch hier kommt es vermutlich zu einer Proteinbindung, die aber im Vergleich zu
den Experimenten mit den albumingebundenen Platinkomplexen nur zu einer
moderaten Einschrankung der Reaktivitat fihrte. Ein &hnliches Verhalten kann auch
fur einen freigesetzten niedermolekularen Platinkomplex mit intaktem CBDCA-
Liganden angenommen werden.

Die Tatsache, dass die Substanz PL0O4 sowohl in niedermolekularer Form als auch
an Albumin gebunden eine etwas hohere Platinierung als PLO7 verursachte, deckt
sich mit den Ergebnissen der kapillarelektrophoretischen Untersuchungen zur

Reaktivitat der Platinkomplexe.
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Aktivierung durch saure Hydrolyse

Ein niedrigerer pH-Wert konnte die Aktivierung der makromolekularen Platin-
komplexe steigern. Denkbar ist eine deutlich schnellere Freisetzung eines reaktiven
Aquakomplexes durch eine saurekatalysierte Ringoffnung des CBDCA-Liganden —
dadurch ware die reaktive Teilstruktur nicht so lange in unmittelbarer Protein-
umgebung fixiert — oder die Freisetzung einer weniger reaktiven, dem Carboplatin
ahnlichen Verbindung durch Esterspaltung (Abb. 7-6). Niedrigere pH-Werte finden
sich haufig im Tumorgewebe und intrazellular in den Lysosomen. In der Literatur

224,229 u nd in

differieren die Angaben zum pH-Wert im Tumorgewebe (6,2 - 6,75)
Lysosomen (4,5 - 5,2)%° Die gewahlten pH-Werte von 6,0 bzw. 5,0 sollten
exemplarisch die physiologischen Bedingungen imitieren.

Bei der Versuchsplanung musste Dberiicksichtigt werden, dass die
Elektrolytkonzentration die Aktivierung der Platinkomplexe beeinflussen kann. Die
Chloridkonzentration wird als entscheidend fir die Aktivierung von Cisplatin
angesehen, aber auch fiur Carboplatin wird eine Aktivierung Uber einen
Chlorokomplex als Zwischenstufe diskutiert. Der Einfluss der Phosphatkonzentration
ist erst in Ansatzen bekannt (s. Kap. 1.3.1). Um eine Vergleichbarkeit der
Experimente bei verschiedenen pH-Werten zu ermdglichen, musste deshalb darauf
geachtet werden, die Elektrolytkonzentrationen konstant zu halten. Da die Albumin-
Prodrugs sich nach ihrer Bildung im Blut befinden und die aktiven Platinspezies aus
den Albumin-Prodrugs im Extrazellularraum des Tumorgewebes freigesetzt werden
sollen, wurde entschieden, die physiologische Chloridkonzentration von 100 mM zu
adaptieren und Phosphorsaure zur Einstellung des pH-Werts zu verwenden. Die
Konzentration an Phosphat, die durch Zugabe der Phosphorsaure erhdht wurde,
betrug maximal (bei pH 5) 12 mM. Zur Gewaéhrleistung der Vergleichbarkeit wurde
diese Phosphatkonzentration in allen Experimenten eingestellt.

Ein niedrigerer pH-Wert verursachte tendenziell eine hohere Platinierung der DNA
durch die albumingebundenen Platinkomplexe. Bei einem pH-Wert von 5,0 zeigte
sich eine etwa 2-3-fache Aktivierung. Die Reaktivitdt der ungebundenen Platin-
komplexe wurde durch einen niedrigeren pH-Wert nicht beeinflusst. Die leichte
Reaktivitatserhohung der Albuminkomplexe kdnnte durch eine schnellere Hydrolyse
des CBDCA-Liganden verursacht sein, wodurch der partiell aktivierte Monoaqua-

komplex nicht so lange in unmittelbarer Proteinumgebung fixiert vorliegt. Eine



210 Diskussion

Spaltung der Esterfunktion mit Freisetzung einer carboplatinahnlichen Verbindung ist
auch nicht auszuschlieRen (Abb. 7-6). Wird das Ergebnis allerdings im Kontext der
im Vergleich zum ungebunden Platinkomplex drastisch um den Faktor 100-150
reduzierten Platinierung bei pH 7,4 gesehen, so lasst dies den Schluss zu, dass der
Einfluss eines niedrigen pH-Wertes gering einzuschatzen ist. Fur die ungebundenen
Platinkomplexe ware ebenfalls eine Aktivierung erwartet worden. Moglicherweise fallt
diese bei dem hohen Platinierungsgrad der DNA nicht ins Gewicht, bzw. es kommt,

wie von Warnke et al. und Kung et al. vermutet®?3*

, zu einer direkten,
hydrolyseunabhangigen Reaktion der in der Mikrodialysekammer frei diffundierenden

Platinkomplexe mit den Nukleotiden der Kalbsthymus-DNA.

Aktivierung durch enzymatische Esterspaltung

Butyrylcholinesterase, auch als unspezifische Cholinesterase bezeichnet, ist in der
Lage, ein weites Spektrum an Estern zu spalten. Sie findet sich mit hoher Aktivitat im
humanen Blut (~5000 U/min), sodass die Platinkomplexe nach einer intravendsen
Applikation direkt der relativ breiten Esteraseaktivitat dieses Enzyms ausgesetzt sind.
Sowohl PL04 als auch PLO7 weisen eine Esterstruktur innerhalb des Molekilteils auf,
der die Maleinimidstruktur mit dem Platinkomplex verbindet (s. Abb. 7-8). Die
Spaltung dieser Esterfunktion der Prodrugs vor der Bindung an Albumin hatte somit
eine Abtrennung des albuminbindenden Molekdlteils zur Folge. Dadurch entstiinden
niedermolekulare Platinkomplexe, die nicht mehr fir das Prodrugkonzept zur
Verfiigung stiinden. Eine Spaltung der Esterfunktion nach der Bindung an Albumin
wirde zu einer dem Carboplatin vergleichbaren Verbindung fuhren. Wie bereits
diskutiert, sollte diese Verbindung geeignete Eigenschaften haben, um eine
unerwiinschte irreversible Bindung an Albumin zu vermeiden. Zur Uberprifung des
Einflusses der Butyrylcholinesterase wurde das Enzym den Platinkomplexen sowohl
vor wie auch nach der Bindung an Albumin zugesetzt und die Auswirkung auf die

Platinierung der Kalbsthymus-DNA analysiert.
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Abb. 7-8: Enzymatische Hydrolyse der Esterstruktur am Beispiel von PLO7. Die
Struktur von Carboplatin innerhalb des Produktes ist hervorgehoben.

Die Umsetzung der freien Platinkomplexe PL0O4 und PLO7 mit der Esterase vor der
Bindung an Albumin resultierte, im Vergleich zur Inkubation ohne Enzym, in einer
etwa 3-fach hoheren Platinierung der DNA, die ihre Ursache in der fehlenden
Kopplung — die albuminbindende Komponente wurde durch die Esterspaltung
entfernt — an Albumin hat (vgl. Kap. 5.3.4). Die Auswirkung auf den Platinierungsgrad
der DNA ist aber, im Vergleich zur reduzierten Reaktivitdt nach Bindung an Albumin,
gering. Zudem liegen in vivo Esterase und Albumin nebeneinander vor, sodass eine
Spaltung durch die Esterase und die rasche Kopplung an Albumin als
Konkurrenzreaktion ablaufen.

Sind die Platinkomplexe an Albumin gekoppelt, so zeigte die Esterase keinen Ein-
fluss auf eine Aktivierung. Der Zytostatikum-Albumin-Komplex stellt ein Makro-
molekdl mit entsprechend groRRer sterischer Hinderung da. Es kann angenommen
werden, dass der an Cystein 34 gekoppelte Platinkomplex raumlich derart abge-
schirmt ist, dass mit dem esteratischen Zentrum der Butyrylcholinesterase keinerlei
Wechselwirkung erfolgen kann und somit eine enzymatische Hydrolyse nicht moglich
ist.

Die geringe Aktivierung der Platinkomplexe in diesen In-vitro-Experimenten liefert

Hinweise darauf, dass eine Spaltung der Platinkomplexe durch Butyrylcholinesterase



212 Diskussion

als Aktivierungsmechanismus  (positiv) oder als Konkurrenzreaktion zur
Albuminbindung (negativ) vernachlassigbar ist.

An dieser Stelle sei angemerkt, dass zur Durchfuhrung der Versuche aus Kosten-
grinden equine Butyrylcholinesterase verwendet wurde. Diese vom Pferd
stammende Cholinesterase wird haufig anstelle humaner Butyrylcholinesterase ver-
wendet. Allerdings sind beide Enzyme nicht vollstandig identisch. Sie weisen Unter-
schiede bezuglich ihrer Aminosauresequenz im esteratischen Zentrum in den
Positionen 69, 277 und 285 auf. Dies fuhrt zu einer verdnderten Affinitat zu
Substraten, wie in Untersuchungen mit Esterasehemmstoffen gezeigt werden
konnte®®. Die Ergebnisse dieser Versuche kénnen demzufolge nur bedingt von

Pferdeserumesterase auf humane Esterase tbertragen werden.

Ein PEG-Platinkomplex im Vergleich

Zur Bestatigung der Hypothese, dass der makromolekulare Trager Albumin mit
seinen zahlreichen potentiellen Bindungsstellen — neben der moglicherweise un-
gunstigen Auswahl der austauschbaren Liganden am Platinkomplex — fiir die geringe
Reaktivitatt der  Albumin-Platin-Prodrugs  verantwortlich  ist, wurde ein
Polyethylenglykol-Platinkomplex (PEG) mit einem Molekulargewicht von 10 KDa

untersucht und mit den albuminbindenden Platinkomplexen verglichen (s. Abb. 7-9).
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Abb. 7-9: PEG-Platinkomplex mit Malonatteilstruktur.

Der makromolekulare PEG-Platinkomplex verursachte eine relativ hohe Platinierung
der DNA, vergleichbar mit der Platinierung durch die ungebundenen nieder-
molekularen albuminbindenden Platinkomplexe. Dieses Ergebnis konnte so nicht
interpretiert werden, da die Mdoglichkeit in Betracht gezogen werden musste, dass
eine rasche Hydrolyse zur schnellen Freisetzung niedermolekularer Platinkomplexe

fuhrt — diese also direkt nach Losung des makromolekularen Komplexes zur
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Verfugung stehen — ,welche dann fiur die gemessene Platinierung der DNA
verantwortlich sind. Dies wirde bedeuten, dass der PEG-Platinkomplex fir das
Prodrug-Prinzip nicht geeignet ware, da eine ausreichende Stabilitdt fur die
Anreicherung im Tumor Voraussetzung ist. Zur Interpretation dieses Experimentes
wurden Stabilitatsuntersuchungen durchgefiihrt, die eine langsame Freisetzung
niedermolekularer Platinspezies belegen. Die Reaktionskinetik 0. Ordnung im
beobachteten Zeitrahmen, die sich aus dem linearen Zusammenhang von
Konzentration und Zeit ergibt (s. Kap. 5.3.6), lasst die Vermutung zu, dass die
Diffusion durch die semipermeable Membran der Mikrodialysekammer allein von der
Freisetzung des niedermolekularen Platinkomplexes abhangt. Aus beiden Versuchen
zusammen lasst sich folgern, dass der PEG-Platinkomplex in Gegensatz zu den
Albumin-Platinkomplexen hydrolytisch aktiviert werden kann. Die Struktur des
Makromolekils Albumin ist wahrscheinlich zum grof3en Teil verantwortlich fur die
mangelnde Aktivierbarkeit der Albumin-Platinkomplexe. Allerdings fehlen zur
quantitativen Beurteilung des Einflusses der Polymerstruktur auf die Reaktivitat
vergleichende Untersuchungen mit einem niedermolekularen Strukturanalogon des
PEG-Platinkomplexes. Ein entsprechendes Oxaliplatinderivat mit Malonatstruktur
wurde von der Arbeitsgruppe Keppler synthetisiert und soll noch untersucht werden.
Zusatzlich werden PEG-Platinkomplexe mit hdherem Molekulargewicht benétigt, um
den Einfluss des Molekulargewichts auf die Freisetzung zu beurteilen. Der EPR-
Effekt zur Ausnutzung der Anreicherung im Tumor kommt erst ab einem
Molekulargewicht > 30-40 kDa zum tragen.

Mit ausreichend groRen PEG-Polymeren und geeigneten gekoppelten Platin-
komplexen lieRen sich vermutlich einfacher makromolekulare Prodrugs zur Aus-
nutzung des EPR-Effektes im Sinne eines Drug Targeting entwickeln, allerdings
misste auf den Vorteil des doppelten Prodrug-Konzepts (vgl. Kap. 1.5.1) verzichtet

werden.

Kritische Betrachtung der Gleichgewichtsmikrodialysekammer

Die eingesetzte Mikrodialysekammer wurde verwendet, um eine Trennung von Ziel-
struktur und makromolekularem Prodrug zur Vermeidung unspezifischer Wechsel-
wirkungen zu erreichen. Die Mikrodialysekammer kann somit als Modell betrachtet

werden, mit dem zwei Kompartimente, in diesem Fall interstitielle und intrazellulare
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Flissigkeit, simuliert werden  konnen.  Zur  Testung  verschiedenster
Reaktionshypothesen makromolekularer Prodrugs stellt sie aufgrund der variabel
einstellbaren Bedingungen ein nahezu optimales Werkzeug dar. Auch zur
Uberpriufung der Stabilitit makromolekularer Substanzen ist dieses System
hervorragend geeignet, da eine Abtrennung des Makromolekils, die fir eine
anschlieende Analytik haufig notwendig ist, durch die zwei getrennten Kammern
nicht erforderlich ist.

Allerdings sind auch die Grenzen dieses Systems deutlich zu erkennen und sollen im

Folgenden kurz erértert werden.

e Die meisten Reaktionshypothesen sind komplex und beziehen mehrere
Kompartimente mit ein. Dies lasst sich schon am Beispiel der untersuchten
Hypothese der interstitiellen Freisetzung einer aktiven Platinspezies im
Tumorgewebe mit nachfolgender Platinierung zellularer DNA verdeutlichen.
Die Tumorzelle selbst ist schon ein Mehrkompartiment-System, das durch
Zellmembran, Kernmembran und endoplasmatisches Retikulum in mehrere
Reaktionsraume unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung unterteilt
ist. Diese muss eine Substanz passieren, soll sie die im Nukleus befindliche
DNA platinieren.

e Die Mikrodialysekammer kann nur als sehr vereinfachtes Modell unterschied-
licher Kompartimente aufgefasst werden, die einzig von einer semipermeablen
Membran getrennt werden. Kleine Molekule konnen diese Membran
ungehindert passieren. Dies gilt insbesondere fiir Elektrolyte und H'-lonen,
sodass sich beziglich lonenkonzentration und pH-Wert nach kurzer Zeit ein
Gleichgewicht einstellt. Es ist mit diesem Modell nicht mdglich, einen

Gradienten aufzubauen und aufrecht zu erhalten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Einsatz dieses Modells dann
sinnvoll ist, wenn die Reaktionshypothese einer makromolekularen Substanz genau

definiert ist. Der entscheidende Schritt der Aktivierung, wie z.B. der Zusatz von

Enzymen oder ein niedrigerer pH-Wert im Falle Enzym- oder pH-labiler Sollbruch-
stellen kann relativ einfach nachgestellt werden. Ein Screening verschiedener Sub-
stanzen ermoglicht dann eine Auswahl geeigneter Verbindungen fir aufwandigere

Untersuchungen.
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7.2.4 Zellulare Aufnahme und Zytotoxizitat

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Reaktivitat der albumingebundenen Platin-
komplexe legten nahe, dass entstehende niedermolekulare Platinspezies rasch an
andere reaktive funktionelle Gruppen des Albumins binden. Die Annahme, dass eine
reaktive Platinverbindung interstitiell im Tumorgewebe freigesetzt wird, ist daher
anzuzweifeln. Aus den vorliegenden tierexperimentellen Daten (s. Kap. 7.2.5) geht
jedoch deutlich eine Wirksamkeit der Platinkomplexe hervor. Dieser scheinbare
Widerspruch lasst sich am ehesten durch eine intrazellulare Aktivierung nach
Aufnahme der Albuminkonjugate in die Zelle erklaren und wurde durch Zellkultur-

experimente Uberpruft.

Niedermolekulare Platinkomplexe im Vergleich

Die Charakterisierung der cisplatinsensitiven- und resistenten Zelllinie, die mit Hilfe
der strukturverwandten Platinkomplexe Carboplatin und Oxaliplatin durchgefuhrt
wurde, ergab fur beide Substanzen eine deutlich eingeschrankte Aufnahme in der
resistenten Zelllinie. Die Aufnahme von Carboplatin erfolgte insgesamt auf einem
niedrigeren Niveau, der Unterschied zwischen der sensitiven und der resistenten
Zelle war geringer ausgepragt. Dieses Ergebnis erlaubt den Schluss, dass einer der
Hauptresistenzmechanismen von A2780cis-Ovarialkarzinomzellen, die geringere
Aufnahme von Cisplatin, ein genereller Resistenzmechanismus fir unterschiedliche
Platinkomplexe ist. Gestitzt wird diese Vermutung durch die durchgefiihrten
Zytotoxizitatstests (s. Kap. 5.4.1), die eine Kreuzresistenz zwischen Cisplatin,
Oxaliplatin und Carboplatin ergaben. Der geringere Resistenzgrad und die geringere
Zytotoxizitat von Carboplatin kdnnten zum Teil auf die reduzierte Aufnahme und den
geringeren Unterschied der Platinmenge zwischen sensitiver und resistenter Zelllinie
zurlickzufihren sein. Aber auch andere Ursachen, wie ein unterschiedliches initiales
Adduktmuster sind denkbar (vgl. Kapitel 1.3.3).

Die neuen albuminbindenden Platinkomplexe zeigten vor der Bindung an Albumin
ein &hnliches Verhalten wie Carboplatin. PLO4 wurde tendenziell etwas besser auf-
genommen als PLO7. Die Gesamtmenge Platin, welche in die Zelle aufgenommen
wurde, war (verglichen mit Oxaliplatin) vergleichsweise gering und die Aufnahme der

Platinkomplexe in resistente Zellen statistisch signifikant eingeschrankt.
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PLO4 und PLO7 unterscheiden sich strukturell ausschlie3lich in ihren stabilen
Liganden, verursachten aber vergleichbare intrazellulare Platinkonzentrationen. Dies
fuhrt zu der Annahme, dass der austauschbare Cyclobutandicarboxylat-Ligand der
entscheidende Faktor fur die Aufnahme in die untersuchten Tumorzellen darstellen
muss. Da dieser Ligand die Reaktivitat malRgeblich beeinflusst, kénnte hier ein
Zusammenhang bestehen. In der Literatur werden einige Aufnahmemechanismen
diskutiert, die diesen Zusammenhang plausibel erscheinen lassen (s. Kap. 7.3).
Interessant ist eine Gesamtbetrachtung der Aufnahme verschiedenster nieder-
molekularer Platinkomplexe in Tumorzellen, die durch Vergleich mit Ergebnissen aus
der Dissertation von J. Zisowsky méglich wurde®. Bisher ging man davon aus, dass
der grofte Anteil der Platinkomplexe durch passive Diffusion in die Zelle gelangt,
wobei seit einigen Jahren auch die Beteiligung aktiver Transportmechanismen
diskutiert wird. Folglich sollten lipophilere Platinkomplexe besser in die Zelle
gelangen. Aufgrund der eigenen Resultate und der Untersuchungen von J. Zisowsky
muss diese These angezweifelt werden. Die Lipophilie der albuminbindenden
Platinkomplexe wurde zwar nicht bestimmt, sollte sich aber aufgrund der
unterschiedlichen Neutralliganden (PLO4 = DACH-Ligand, PLO7 = Ammin-Liganden)
deutlich unterscheiden. Dem zu Folge ware ein groRerer Unterschied der Aufnahme
zwischen PLO4 und PLO7 zu erwarten gewesen. Cisplatin, das von J. Zisowsky in
den verwendeten Ovarialkarzinomzelllinien untersucht wurde, wird im Vergleich zu
den hier verwendeten Platinkomplexen in groferem Ausmal} in A2780—Ovarial-
karzinomzellen aufgenommen, besitzt aber eine &hnliche Lipophilie wie Carboplatin
(Tab. 7-2) %,
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Tab. 7-2: Aufnahme und physikochemische Eigenschaften der untersuchten
Platinkomplexe (1 = hdchste, 5 = geringste intrazellulare
Platinkonzentration nach 120 Minuten).

Rang Platinkomplex Lipophilie (log P) Wasserloslichkeit
1 Cisplatin -2,5 mind. 7 mM
2 Oxaliplatin -1,65 mind. 25 mM
3 PLO4 Nicht ermittelt mind. 75 mM
4 PLO7 Nicht ermittelt mind. 4 mM
5 Carboplatin -2,3 mind. 25 mM

Erwédhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass Wasserl6slichkeit und Lipophilie
der Platinkomplexe haufig nicht korrelieren. Eine bessere oder schlechtere Wasser-
I6slichkeit scheint aber auch nicht ausschlaggebend fir die Aufnahme zu sein, wie
von Moeller et al. postuliert?®*. PL0O4 und PLO7 zeigen eine deutlich unterschiedliche
Wasserloslichkeit. Beide Substanzen verhielten sich in diesem Versuch &ahnlich.
Aufgrund dieser Ergebnisse, die im Widerspruch zur These der passiven Diffusion
als Hauptmechanismus der Aufnahme stehen, entstand das zweite Projekt dieser
Arbeit, in dem in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Professor Keppler, Universitéat
Wien, Oxaliplatin-Analoga untersucht wurden, die sich bezuglich der Substituenten

und Lipophilie unterscheiden.

Makromolekulare Platinkomplexe im Vergleich

Die makromolekularen Verbindungen zeigten im Vergleich zu den niedermolekularen
Platinkomplexen eine eingeschrankte Aufnahme. Beide albumingebundenen Platin-
komplexe (PLO4 und PLO7) verhielten sich ahnlich. Uberraschenderweise konnte
kein Unterschied zwischen der Aufnahme in sensitive und resistente Zellen fest-
gestellt werden. Der Befund, dass sich beide albumingebundenen Platinkomplexe
bezuglich ihrer Aufnahme in die Zelle ahnlich verhielten und die Aufnahme in
resistente Zellen nicht eingeschrankt wurde, spricht fir einen eigenstandigen
Transportmechanismus der makromolekularen  Verbindungen, z.B. durch
unspezifische oder rezeptorvermittelte Endozytose. Gerade fir Tumore, deren
Hauptresistenzmechanismus in der verringerten Aufnahme der Platinkomplexe liegt,

eroffnet sich moglicherweise eine neue Perspektive zur Resistenziberwindung, die
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bisher nicht beschrieben ist. Dieser Hypothese kénnte eine geringere Aufnahme
makromolekularer Komplexe per se entgegengehalten werden, da aufgrund der
Molekulgrél3e nicht von einer quantitativ relevanten passiven Diffusion in die Zelle
auszugehen ist. Die gemessene intrazellulare Platinkonzentration ist aber nur
moderat reduziert (s. Abb. 5-23). Die Erklarung liegt mdglicherweise in einer

gesteigerten Endozytoserate von Tumorzellen*9%23!

im Vergleich zu nicht entarteten
Zellen, die durch eine erh6hte metabolische Aktivitat verursacht ist. Zusatzlich durfte
es durch den EPR-Effekt zu einer erhbhten Konzentration der makromolekularen
Substanzen im Tumorgewebe kommen, sodass die verringerte Aufnahme
kompensiert werden konnte. Ein weiteres Ergebnis, dass die Hoffnung bestarkt,
durch Ausnutzung der Endozytosewege Resistenz tUberwinden zu kénnen, liefert die
Untersuchung des PEG-Platinkomplexes. Auch hier wurde innerhalb von 120
Minuten kein Unterschied zwischen der intrazellularen Platinkonzentration nach
Inkubation mit den Platinkomplexen in sensitiven und resistenten Zellen festgestellt,
allerdings gelangt deutlich mehr Platin in die Tumorzellen. An einem Molekll PEG
sind zwei Platinkomplexe gebunden. Daraus lasst sich folgern, dass durch
Mehrfachbeladung eines makromolekularen Tragers die aufgenommene
Platinmenge erhoht werden kann. Bislang sind in der Literatur keine
makromolekularen Platinkomplexe beschrieben, die speziell zur Resistenz-
Uberwindung durch Ausnutzung alternativer Aufnahmemechanismen synthetisiert
wurden. Interessant waren makromolekulare Substanzen, die mehrere Platinatome
tragen und Sollbruchstellen besitzen, die eine gezielte intrazellulare Freisetzung
ermoglichen. Die Anreicherung im Tumorgewebe durch den EPR-Effekt in
Verbindung mit einer ausreichenden Beladung der Zelle Uber die endozytotische
Aufnahme polynuklearer makromolekularer Platinkomplexe und eine spezifische
intrazellulare Freisetzung koénnten zum Erfolg fuhren (Abb. 7-10). Als spezifische
Sollbruchstellen flr eine intrazellulare Freisetzung wirden sich saurelabile Strukturen
eignen, die sensitiv auf eine Erniedrigung des pH-Werts auf pH 5-6 reagieren
(lysosomaler pH-Wert). Hier gibt es bereits viel versprechende Systeme mit
verschiedenen Dicarbonsauren®*%2?, Eine weitere Moglichkeit ware die Verwendung
spezifisch durch Cathepsin B spaltbarer Peptidketten. Unterstitzend k&me hinzu,
dass die lysosomale Protease Cathepsin B in einigen Tumoren Uberexprimiert

gefunden wurde®**?**. Als geeignete Trager zur Mehrfachbeladung bieten sich
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aufgrund der geringen Toxizitat und der Mdglichkeit einer definierten Beladung vor

allem verschiedene PEG-Derivate an.

Platinkomplex

Intrazellulare Sollbruchstelle

Abb. 7-10: Vorschlag fur den Aufbau eines Polymers zur Resistenziberwindung.

Fur das Konzept der albuminbindenden Platinkomplexe ist entscheidend, dass es zu
einer relativ guten Internalisierung der makromolekularen Verbindungen kommt, was

die Hypothese einer intrazellularen Aktivierung offen lasst.

Endozytose als Aufnahmemechanismus makromolekularer Platinkomplexe

Da makromolekulare Platinkomplexe mdoglicherweise einen neuen Ansatz zur
Resistenziberwindung darstellen, wurde deren Aufnahmemechanismus naher
untersucht. Ziel war es die postulierte endozytotische Aufnahme durch Inhibition der
Endozytose der Tumorzellen zu belegen und den zugrunde liegenden Endo-
zytosemechanismus (s. Kap. 3.11.3.1) genauer zu charakterisieren.

Die vorherige Etablierung einer einfachen Methode zur Erfassung der Aufnahme
einer kostengunstigen, den makromolekularen Platinkomplexen strukturell &hnlichen
Substanz (FITC-Albumin) ermoglichte eine geeignete Auswahl von Inhibitoren und
eine schnelle Optimierung der Versuchsbedingungen ohne Verwendung der nur in
geringen Mengen synthetisierten Platinkomplexe PLO4 und PLO7. Zusatzlich steht
nun eine Mdoglichkeit zur Verfigung, FITC-Albumin abhéngige Endozytosevorgange
in sensitiven und resistenten Zellen vergleichend zu untersuchen. In dem Befund der
vergleichbaren Aufnahme von FITC-Albumin in sensitive und resistente A2780-
Ovarialkarzinomzelllen wurde eine Bestatigung der bisher erzielten Ergebnisse und
ein weiteres Indiz for den Einsatz makromolekularer Substanzen zur
Resistenziberwindung gesehen. Die erfolgreiche Inhibition der Aufnahme von FITC-

Albumin  durch Bafilomycin A; deutet auf einen Klathrin vermittelten
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Endozytosemechanismus hin. Das unbeeinflusste Aufnahmeverhalten in Gegenwart
von [3-Methylcyclodextrin ist ein Hinweis darauf, dass der Caveolin abhangige
Endozytoseweg nicht beteiligt ist (s. Kap. 3.11.3.1).

Diese Ergebnisse wurden mit den Albumin-Platinkomplexen in beiden Zelllinien
bestéatigt. Das — im Vergleich zum FITC-Albumin — etwas niedrigere erreichte
Inhibitionsniveau kann durch den vorhandenen Uberschuss an Albumin, durch
weitere beteiligte Transportprozesse, oder auch durch ungebundene niedermoleku-
lare Platinkomplexe verursacht sein. Die Resultate der aus diesem Grunde durch-
gefuihrten Vergleichsversuche mit niedermolekularen Platinkomplexen macht jedoch
deutlich, dass die erzielte Inhibition der Aufnahme der makromolekularen
Platinkomplexe nicht durch extrazellular freigesetzte oder ungebundene
niedermolekulare Platinkomplexe verfalscht wurde.

Die Aufnahme des makromolekularen PEG-Platinkomplexes liel3 sich neben
Bafilomycin A; zusatzlich mit B-Methylcyclodextrin beeinflussen. Dies weist auf eine
Beteiligung eines weiteren, vermutlich des Caveolin abhé&ngigen Endozytosewegs
hin. Es kann allerdings nicht unterschieden werden, welcher dieser Mechanismen
bevorzugt wird. Uberraschender Weise fiel die erreichte Inhibition mit 3-MCD in der
resistenten Zelllinie deutlich geringer aus. Méglicherweise ist die Zusammensetzung
der Membran, insbesondere der cholesterolreichen Domanen veréndert. Eine ver-
minderte Konzentration an Cholesterol wurde bereits von Caffrey et al. in einer
cisplatinresistenten Ovarialkarzinomzelllinie beschrieben®’. Hinweise auf erhohte
Cholesterolanteile in resistenten Ovarialkarzinomzelllinien ergaben sich aus der
unterschiedlichen Beeinflussung der Cisplatinaufnahme durch Amphotericin B, einem
Porenbildner mit Cholesterol*®*. Es gibt allerdings auch gegenteilige Befunde, die
keine Veranderung der Cholesterolkonzentration nachweisen konnten®®. Zur Klarung
dieser Fragestellung sollten weitere Untersuchungen folgen.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass ein klarer Nachweis des Trans-
ports makromolekularer Platinkomplexe durch Endozytose gelang. Es konnten
Hinweise auf die Art der beteiligten Endozytoseprozesse ermittelt werden. Fir eine
genaue Charakterisierung der verantwortlichen Endozytosemechanismen sind aller-
dings weitere Untersuchungen mit spezifischen Inhibitoren notwendig, vor allem weil
die genauen Prozesse der Endozytose noch nicht in allen Einzelheiten bekannt
d190,191,236

sin . Haufig beeinflussen die eingesetzten Inhibitoren sekundar andere



Diskussion 221

Aufnahmeprozesse. Dementsprechend werden Ergebnisse aus Versuchen mit
verschiedenen Inhibitoren fiir Schlussfolgerungen zu den Aufnahmemechanismen

bendotigt.

Zytotoxizitat

Die durchgefuhrten Zytotoxizitatstests sollten zur Klarung der Frage beitragen, ob die
Substanzen intrazellular aktiviert werden. Zusatzlich stand, bedingt durch die Ergeb-
nisse zur Untersuchung der Aufnahme der makromolekularen Platinkomplexe, der
Einfluss der Bindung an Albumin auf den Resistenzgrad im Fokus. Vor der Bindung
an Albumin erwies sich PL04 als deutlich zytotoxischer als PLO7. Der ermittelte ECsp-
Wert war vergleichbar mit dem ECso-Wert fur Oxaliplatin. PLO7 war etwas zyto-
toxischer als Carboplatin (ECso: Cisplatin<OxaliplatinkPLO4<PLO7<Carboplatin). Die
Resistenzgrade fur PLO4 (3,5) und PLO7 (3,7) lagen in einem Bereich, der auch fir
Oxaliplatin (3,3) ermittelt wurde.

Da die beiden Substanzen ein vergleichbares Aufnahmeverhalten in die Tumorzellen
zeigten, kann die hohere Zytotoxizitat von PLO4 nur durch den einzigen strukturellen
Unterschied, dem stabilen DACH-Liganden, verursacht sein. Das ist plausibel, da der
DACH-Ligand uber einen gehinderten replikativen Bypass ein deutlich erhéhtes Mald
an Einzelstrangbriichen verursacht und somit eine geringere Adduktmenge eine
erhohte Zytotoxizitat im Vergleich zu Verbindungen mit Ammin-Liganden zur Folge
hat (s. Kap. 1.3.3). Die geringfugig erhohte Reaktivitat dieser Verbindung durfte
ebenfalls in Form einer erhéhten Adduktbildung am héheren zytotoxischen Effekt
beteiligt sein. Die leicht erhéhte Zytotoxizitat und der hohere Resistenzgrad von PLO7
im Vergleich zu Carboplatin lasst sich aufgrund der strukturellen Gemeinsamkeiten
am ehesten durch die Maleinimidstruktur erklaren, die intrazellular mit Nukleophilen,
wie z.B. Glutathion — eine erhéhte Glutathionkonzentration ist in dieser Zelllinie ein
weiterer entscheidender Resistenzmechanismus — reagieren kann. Das gebundene
Glutathion wirde zur Inaktivierung der Platinkomplexe fehlen.

Nach Bindung an Albumin sind die Platinkomplexe PLO4 und PLO7 nur noch sehr
schwach zytotoxisch. Der ECsop-Wert ist fur beide makromolekularen Komplexe
sowohl fur die sensitive wie auch fir die resistente Zelle vergleichbar und liegt bei
263-328 uM. Fur beide Substanzen wurde ein deutlich geringerer Resistenzgrad
bzw. eine Uberwindung der Resistenz beobachtet.
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Dieser Befund sollte sehr kritisch und mit Vorsicht interpretiert werden. Auf der einen
Seite zeigen die Ergebnisse, dass eine Uberwindung von Resistenz, die ihre Haupt-
ursache in einer eingeschrankten Aufnahme hat, durch makromolekulare Platinkom-
plexe moglich sein konnte. Auf der anderen Seite sind die albumingebundenen
Platinkomplexe nur noch sehr begrenzt als zytotoxisch einzustufen. Fur einen zyto-
toxischen Effekt werden Konzentrationen bendétigt, die in vivo unerreichbar sind. Es
ist nicht davon auszugehen, dass eine Zelle auf Substanzen mit geringer Toxizitat in
hoher Konzentration vergleichbar reagiert wie auf hochtoxische Substanzen.
Moglicherweise liegt hier ein rein konzentrationsabhangiger, unspezifischer Effekt zu
Grunde. Zum Nachweis der Resistenziberwindung sollten deshalb unbedingt
weitere, intrazellular aktivierbare makromolekulare Platinkomplexe untersucht
werden.

Der ECso-Wert liegt in der cisplatinsensitiven Zelllinie um den Faktor 40 (PL04) bzw.
7,5 (PLO7) hoher als vor der Bindung an Albumin. Dies lasst den Schluss zu, dass
ein grol3er Teil der Platinkomplexe irreversibel an Albumin gebunden hat und nicht
mehr flr eine zytotoxische Wirkung zur Verfigung steht. Die Ergebnisse der
Mikrodialysekammerversuche wurden somit weitgehend bestétigt. Die noch
messbare zytotoxische Wirkung gibt zwar den Hinweis auf eine geringe zellulare
Aktivierung, aber zum Einsatz im Sinne des urspringlichen Prodrug-Konzepts,
welches als Aktivierungshypothese die interstitielle Hydrolyse im Tumorgewebe mit
Freisetzung einer reaktiven niedermolekularen Platinspezies hatte, scheinen die
albuminbindenden Substanzen wenig geeignet.

Der makromolekulare PEG-Komplex erwies sich als wesentlich zytotoxischer. Die
ermittelte Zytotoxizitat und der errechnete Resistenzgrad ist mit den fur Oxaliplatin
und niedermolekularem PLO4 ermittelten Resistenzgraden vergleichbar. Dieses
Ergebnis spiegelt die Resultate der Mikrodialysekammerversuche wider, denen eine
gleichmaliige Freisetzung reaktiver niedermolekularer Platinspezies entnommen
werden konnte. Im MTT-Zytotoxizitatstest werden die Tumorzellen Uber eine Dauer
von 72 Stunden der Substanz ausgesetzt, sodass es nahe liegend ist, dass die zyto-
toxischen Effekte hauptsachlich durch diese reaktiven niedermolekularen Platin-
verbindungen bedingt sind. Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zeigten auch,
dass niedermolekulare Platinkomplexe in der Regel besser aufgenommen werden

als makromolekulare Platinkomplexe. Der Anteil der makromolekularen
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Platinkomplexe an der intrazellularen Platinkonzentration wird somit wahrscheinlich
gering sein, so dass eine Beeinflussung des Resistenzgrades nicht zu erwarten ist.
Diese Befunde bestatigen allerdings die prinzipielle Eignung der PEG-
Platinkomplexe als hydrolytisch aktivierbare Prodrugs.

7.2.5 Diskussion der Tierversuche

Zeitgleich mit dieser Arbeit wurden in einem Tierversuch die beiden Prodrugs PL0O4
und PLO7 bezuglich ihrer antitumoralen Wirksamkeit an tumortragenden Nackt-
mausen (MaTu, humanes Mammakarzinom) im Vergleich zu Carboplatin getestet.
Die Ergebnisse dieser Versuche'’®, die von der Arbeitsgruppe Kratz initiiert wurden,
werden im Folgenden als Diskussionsgrundlage wiedergegeben.

Beide albuminbindende Platinkomplexe wurden in Dosen von 2 - 50 mg/kg (Tag 7,
14) bzw. 3-25 mg/kg (Tag 7, 14, 21) intravends (als Carboplatin-Aquivalente)
appliziert. Diese Dosierungen stitzten sich auf die Ergebnisse einer vorgelagerten
Toxizitatsstudie, bei der gesunde Mause jeweils mit 1 - 50 mg/kg und 1 - 100 mg/kg
behandelt wurden. Carboplatin wurde in gleichen Dosierungen und zusatzlich mit
einer Dosierung von 2 -75 mg/kg (der MTD von Carboplatin) verabreicht. Die

Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abb. 7-11 und Tab. 7-3 zusammengefasst.

—&—— Kontrolle
6,0
— - — Carboplatin (2x75 mg/kg) ) ”'ﬂ
4
o ---A- - - Carboplatin (2x50 mg/kg) .‘./.
g — -8 - — Carboplatin (3x25 mg/kg) AT -
c K
2 g 4,0 | | —*— PLO4 (2x50 mg/kg)*
n
0 2 <= -4+ - - PLO7 (2x50 mg/kg)* e
= 9 o+
T —o— PLOT (3x25 mylkg) .
©
o
2,0 4
0.0 ! T T T T T
6 11 16 21 26 31 36

Zeit [Tage]

Abb. 7-11: Hemmung des Tumorwachstums bei tumortragenden Nacktméausen
wahrend der Therapie mit PLO4, PLO7 und Carboplatin (* = signifikant
gegenuber Kontrolle, p < 0.05).
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Tab. 7-3: Zusammenfassung der Ergebnisse des Tierversuchs.

Verbin- Tag der Einzel- Gesamt- Todes- Anderung Inhibition
dung Behand- dosis® dosis® falle Korpergewicht Tumorwachstum
lung  [mg/kg] [mg/kg] [%0] [%0]
(Tag) maximal (Tag)
Puffer 7,1421 - - 0 0 (14) -
Carboplatin 7,14 75 150 0 -8 (14) 50 (28)
Carboplatin 7,14 50 100 0 -6 (10) 88 (21)
Carboplatin 7,14,21 25 75 0 -6 (17) 63 (28)
PLO4 7,14 50 100 0 -15 (17) 45 (28)*
PLO4 7,14,21 25 75 2 nicht bestimmt  nicht bestimmt
PLO7 7,14 50 100 0 -8 (17) 50 (31)*
PLO7 7,14,21 25 75 0 -6 (17) 67 (35)

% Dosen beziehen sich auf Carboplatin-Aquivalente

* signifikant gegeniiber Kontrolle (p < 0.05)

Die Behandlung der M&ause mit Carboplatin resultierte bei den niedrigen Dosierungen
in einer geringen Hemmung des Tumorwachstums (Abb. 7-11). Lediglich bei der
hdchsten Dosis (2 - 75 mg/kg) zeigte Carboplatin eine moderate Aktivitat (maximale
Inhibition des Tumorwachstums T/C max. = 50 %). Eine &hnliche Hemmung des
Tumorwachstums nach 36 Tagen wurde nach Behandlung mit Prodrug PLO7 bei
niedrigerer Dosierung (3 - 25 mg/kg) beobachtet (Prodrug PL0O4, das ebenfalls bei
einer Dosierung von 3 - 25 mg/kg verabreicht wurde, produzierte 2 Todesfalle; die
Ergebnisse sind daher nicht abgebildet).

Beide Prodrugs erzielten bei der hoheren Dosierung 2 -50 mg/kg die hochste
antitumorale Aktivitat, die sich in einer Hemmung des Tumorwachstums auf 45 bzw.
50 % gegenuber der Kontrolle auRRerte. Dieser Effekt erwies sich als statistisch
signifikant (p < 0.05), wogegen die Behandlung mit Carboplatin bei keiner Dosierung
eine signifikante Wirksamkeit gegenuiber der Kontrolle erbrachte.

PLO7 zeigte sich ahnlich toxisch wie Carboplatin (gemessen an der relativen
Gewichtsveranderung). PLO4 erwies sich als deutlich toxischer. Bei einer Dosierung

von 3 - 25 mg/kg verursachte dieses Prodrug zwei Todesfalle.
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Diese Ergebnisse Uberraschten und erwiesen sich als nicht konsistent mit den durch-
gefuhrten In-vitro-Untersuchungen der albuminbindenden Platinkomplexe. Aufgrund
der fehlenden Aktivierbarkeit der Platin-Alboumin-Komplexe wére eine geringere
Wirksamkeit erwartet worden. Zur Interpretation dieser Ergebnisse missen ver-
schiedene Aspekte diskutiert werden. Nicht immer lassen sich in vitro erzielte
Ergebnisse mit In-vivo-Daten korrelieren?*"?®. Pharmakokinetik und Metabolismus
der untersuchten Substanzen, zusammen mit der komplexen Physiologie vieler
solider Tumoren (z.B. verschiedene Kompartimente im Tumor, Verteilungsbarrieren,
Elektrolytverschiebungen) lassen sich in Zellkulturversuchen nicht simulieren. Diese
Problematik trifft besonders auf die makromolekularen Verbindungen zu. lhre
pharmakokinetischen Besonderheiten, insbesondere die Anreicherung im Tumor-
gewebe Uber den EPR-Effekt und die in der Regel lange Halbwertszeit, erschweren

eine Voraussage!®*?%

. Fur verschiedene PEG-Zytostatika-Komplexe wurde z.B.
gezeigt, dass Verbindungen mit einem hohen Molekulargewicht, die im Zellversuch
nahezu unwirksam waren, im Tierversuch eine hohe Wirksamkeit aufwiesen®®.

Ein weiterer Aspekt ist, dass eine Aktivierung der makromolekularen Albumin-
komplexe in vivo auch auf vielfaltig andere Art als vorher postuliert — z.B. durch einen
enzymatischen Abbau von Albumin in den Lysosomen, Einwirkung von
membranstandigen Enzymen oder einer gesteigerten Metabolisierung in der Leber —
vonstatten gehen koénnte. Mit der Mikrodialysekammer kdnnen, wie bereits diskutiert,
nur genau definierte Mechanismen uberprift werden.

Allerdings kann bei den vorliegenden Tierversuchen auch nicht ausgeschlossen
werden, dass eine ungebundene Zytostatikafraktion fir die Wirksamkeit der Aloumin-
Platinkomplexe verantwortlich war. Rein rechnerisch ist eine Uberdosierung
gegeben. Bei einem durchschnittlichen Blutvolumen von 90 mi/kg bei der Maus®*
und einer Dosierung von 50 mg/kg (= 50 mg/90 ml Blut) Carboplatindquivalent (M,
371,25 Da) ergibt sich eine theoretische Konzentration von 1,5 mM der Prodrugs
nach intravendser Gabe. Wird von einer durchschnittlichen Konzentration von 600
UM Albumin im Plasma ausgegangen — die Konzentration liegt bei der Maus eher

etwas tiefer?*

) —muss selbst bei einer vollstdndigen Bindung an Albumin mit 60 %
freier Substanz gerechnet werden. Dabei ist unklar, wie der Anteil an
bindungsfahigem Mercaptalbumin am Mausalbumin ist. Humanes Serumalbumin

besteht in vivo aus einer Mischung aus 70 % Mercaptalbumin und 30 % Nicht-
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216,218,243 Ist

Mercaptalbumin, in dem das Cystein in Position 34 oxidiert vorliegt
dieses Verhéltnis in der Maus ahnlich, so erhoht sich der kalkulierte ungebundene
Anteil von 60 auf ca. 70 %. Hinzu kommt, dass die Konzentration an Albumin im
Vollblut geringer ist als die Konzentration im Plasma, die als Normwert zugrunde
gelegt worden ist. Um diese Zweifel auszurdumen, sollten bei den nachsten
Tierversuchen einige zusatzliche Untersuchungen durchgefihrt werden. Vor Beginn
der Versuche konnte der Anteil an Mercaptalbumin mit dem Ellman-Assay bestimmt
werden, der zur Bestimmung der freien Sulfhydrylgruppen eingesetzt wird. Die
Abnahme einer kleinen Menge Plasma zur Gewinnung von Ultrafiltrat wirde
Aufschluss Uber die ungebundene Zytostatikafraktion geben. Eine Methode zur
Bestimmung der Platinkonzentration im Ultrafiltrat mittels
Atomabsorptionsspektrometrie ist im Arbeitskreis bereits fir humane Proben
etabliert. Wunschenswert ware auch eine Entnahme des Tumormaterials nach
Abschluss der Tierversuche. Eine Analyse der Platinkonzentration konnte die hdhere

Kumulation im Tumorgewebe im Vergleich zu Carboplatin belegen.

7.2.6 AbschlieRende Beurteilung des Konzepts der makromolekularen

Platinkomplexe

Aus den Untersuchungen dieser Arbeit kann geschlossen werden, dass die albumin-
bindenden Platinkomplexe in ihrer jetzigen Form aufgrund der mangelnden Aktivier-
barkeit nicht fir das Prodrugkonzept geeignet sind. Die Ergebnisse der durch-
gefuihrten Tierversuche sind ohne zusétzliche Untersuchungen in Frage zu stellen.
Allerdings bietet der Ansatz trotzdem einige Perspektiven. Im Sinne des ur-
sprunglichen Konzepts sollte die Verbindung, wie in Kap. 7.2.3 diskutiert, modifiziert
werden. Die Aktivierbarkeit neuer Verbindungen lieie sich leicht in der
Mikrodialysekammer Uberprifen. Bei Erfolg wéare es dann lohnenswert, die
Tierversuche wie in Kap. 7.2.5 vorgeschlagen, durchzufiihren.

Es sollte aber auch noch einmal Uberdacht werden, wie die Erfolgsaussichten
solcher Substanzen angesichts offensichtlicher Problematiken fir die humane

Anwendung sind. Einige wesentliche Punkte seien im Folgenden kurz angefihrt.
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Die als viel versprechend angesehenen Platinkomplexe benétigen einen
relativ stabilen austauschbaren Liganden, der vermutlich Voraussetzung fur
eine geringe Proteinbindung ist. Solche Platinkomplexe zeigen haufig auch
eine geringe Reaktivitdt und werden deshalb hoch dosiert. Eine hohe
Dosierung der albuminbindenden Platinkomplexe fuhrt zu einer Auslastung
der Kapazitat der Albuminbindung. Diese Problematik lasst sich am Beispiel
von Carboplatin verdeutlichen. Die maximale Dosis liegt bei ca. 800 mg
absolut. Bei einem M, von 371,25 Da und 5 Liter durchschnittlichem
Blutvolumen entspricht dies einer Konzentration von 430 pM. Ein
vergleichbarer albuminbindender Komplex sollte &hnlich dosiert werden
kénnen. Die durchschnittliche Serumalbuminkonzentration liegt bei 600 puM.
Bei einem Anteil von 70 % Mercaptalbumin (vgl. Abschnitt 7.2.1) ist von 420
UM bindungsfahigem Albumin  auszugehen. Nach der theoretisch
angenommenen, vollstandigen Bindung eines carboplatindhnlichen,
albuminbindenden Komplexes wére die Kapazitdt der Albuminbindung
erschopft.

Die meisten Tumorpatienten haben begleitende Erkrankungen. Eine tumor-
bedingte Kachexie fuhrt z.B. oft zu einem schlechten Erndhrungszustand. Die

244,245 yarpunden. Auch

Mangelernahrung ist haufig mit einer Hypoalbuminamie
andere Begleiterkrankungen, wie Entziindungsreaktionen und fortgeschrittene
Niereninsuffizienz  (Nebenwirkung vieler Zytostatika), erniedrigen die

Serumalbuminkonzentration®*¢247.

Diese pathologischen Verdnderungen
wirden zur Ausnutzung des Prodrugkonzepts eine Albuminbestimmung und
eine Dosisindividualisierung erfordern.

Der Anteil an verfigbarer (reduzierter) Sulfhydrylfunktion (Cystein®¥) als
Bindungsstelle fur die albuminbindenden Platinkomplexe ist variabel. Das
Alter der Patienten hat nach den Ergebnissen einer Studie von Era et al.
groBen Einfluss auf die Zusammensetzung des Albumins. Bei Alteren
Patienten (60-90 Jahre) fanden sich deutlich geringere Anteile (48 %) an
Mercaptalbumin®*®. Das Verhéltnis von Mercaptalbumin zu Albumin kann auch
pathologisch verdndert sein. Bei Diabetikern und Patienten mit Mangel-
erndhrung wurde ebenfalls eine niedrigere Konzentration an Mercaptalbumin

berichtet**®?*° Krebspatienten erhalten im Normalfall eine Kombinations-
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chemotherapie und haufig supportiv weitere Arzneimittel. Neben einer
maoglichen  physiologisch oder pathologisch bedingten veré&nderten
Zusammensetzung des Albumins muss zusatzlich eine Proteinbindung dieser
Arzneistoffe, eventuell unter Beteiligung des Cysteins®, beriicksichtigt
werden. Daraus folgt die Notwendigkeit der Bestimmung des bindungsfahigen
Mercaptalbumins vor jeder Applikation.

e Albumin besitzt eine Halbwertszeit von ca. 19 Tagen. Dies wirde bedeuten,
dass unter der Annahme einer nahezu vollstandigen Beladung,
ausgeglichener Neusynthese und unverandertem Abbau des modifizierten
Albumins, nach 95 Tagen (5 Halbwertszeiten) keine Platinkomplexe mehr
gebunden sein durften. Erst dann stiinde die Ausgangsmenge an kopplungs-

fahigem Albumin fir einen zweiten Zyklus zur Verfigung.

Diese Kritikpunkte fihren zu der Schlussfolgerung, dass das Konzept der albumin-
bindenden Platinkomplexe in der Praxis mit einem aufwandigen Monitoring
verbunden sein muss, wenn nicht ein gewisser Anteil an ungebundener Substanz
billigend in Kauf genommen werden soll. Da dies bei hoch toxischen Substanzen
(vgl. PLO4 im Tierversuch) zu einer nicht vorhersagbaren Toxizitat fihren kann,
werden Zulassung und klinische Akzeptanz schwierig zu erreichen sein.

Deshalb konnten klar definierbare synthetische makromolekulare Platinkomplexe
oder ex vivo hergestellte Platin-Biopolymer-Komplexe (Albumin) die besseren
Alternativen zur Ausnutzung der physiologischen Besonderheiten solider Tumore
darstellen. Naturlich sind auch hier viele Schwierigkeiten zu Gberwinden.

Bei ex vivo hergestellten Platinkomplexen mit Biopolymeren wird immer die Gefahr
einer irreversiblen Bindung des Platins an reaktive Strukturen des Biopolymers
bestehen. Die meisten Biopolymere mit ausreichendem Molekulargewicht, die als
Trager in Frage kommen sind Proteine (z.B. Albumin und Transferrin), welche
Aminosauren wie Cystein, Methionin oder Histidin enthalten, die als potentielle
Bindungspartner der Platinkomplexe (Cisplatin) bekannt sind. Die Herausforderung,
die sich daraus ergibt wird sein, eine definierte Beladung und ausreichende Stabilitat
der Platin-Biopolymer-Komplexe zu gewahrleisten. Bisher sind, wahrscheinlich vor
dem Hintergrund dieser Problematik, bis auf die untersuchten Komplexe keine

Versuche dieser Art mit Platinkomplexen publiziert worden.
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Synthetische Polymere besitzen den Vorteil einer definierten Struktur, Beladung und
Wirkstofffreisetzung sind daher einfacher zu steuern. Allerdings kommen als Trager
fur Platinkomplexe nur solche Polymere in Frage, die keine reaktiven funktionellen
Strukturen (Nukleophile) besitzen, an denen die Platinkomplexe kovalent binden
kénnen. Wie die Ergebnisse mir dem PEG-Platinkomplex zeigten, kdnnten solche
Platinkomplexe die notwendigen Voraussetzungen zur Ausnutzung des EPR-Effekts
der soliden Tumoren mitbringen. Strukturelle Optimierungen aufgrund von In-vitro-
Untersuchungen, wie z.B. Ergebnisse mit Hilfe der Mikrodialysekammer, sollten sich
wegen der einheitlichen Struktur leichter realisieren lassen als mit Biopolymeren.

Bisher gibt es nur wenige Veroffentlichungen, die sich mit makromolekularen
Platinkomplexen befassen, wobei viele der untersuchten Komplexe zu klein sein
dirften, um effektiv iber den EPR-Effekt im Tumor angereichert zu werden. Die Tab.
7-4 gibt einen Uberblick Uber wesentliche Arbeiten zu makromolekularen

Platinkomplexen der letzten Jahre.

Tab. 7-4: Wichtige Arbeiten zu makromolekularen Platinkomplexen.

Referenz Polymer Aktivierung Intention System Anmerkungen
EPR.Effek + Gute antitumorale
Uchino Micelle “Effekt Aktivitat-

Toxizitat| Maus
Ansprechen Zellen
Zytotox.1

et al. PEG- Hydrolyse

+ Geringe systemische
2005*°  PEG(Glu)

Toxizitat
- Kumulation in der Leber

Statho- Unklar EPR-Effekt

oulos Membran-  Toxizitat] + Geringe Toxizitat
gt al Liposomen verschmelz- Dosis- Mensch - Keine Stabilitatsdaten
2005.251 ung ? findung angegeben
Endozytose? (Phase )

- Fur EPR-Effekt zu klein
Smit (25 kDa)
et al. Polyas_zart- Hydrolyse  Toxizitat, Maus - Keine Stabilititsdaten
2005252 ami - Kumulation in der Leber

Kumulation in der Niere
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Jun
et al.
200573

Ren
et al.
2005%*

Radema
ker-
Lakhei
et al
2004149

Aronov
et al
2004%%

Furin
et al
2003%°

Naka-
mura
et al
2002%7

Ichinose
et al
200078

Polyphos-

phazen Hydrolyse
(Glutamin)
PEG Hydrolyse
Spaltung
Polvacyl- “durch
Peptidasen
Gezielte
PEG Freisetzung
im Nukleus
Gezielte
Spaltung
durch
lysosomale
PEG Peptidasen
(Cathepsin)
sowie
Hydrolyse
Cisplatin
beladene
Mikro-
spharen
Dextran Hydrolyse

EPR-Effekt
Zytotox.?

Zytotox.1

EPR-Effekt
Toxizitat]
Dosis-
findung
(Phase I)

EPR-Effekt
Toxizitat|
Zytotox.1

Toxizitat]
Zytotox.1

EPR-Effekt
Toxizitat|
Zytotox.1

Mensch

Diskussion

+ Kumulation im
Tumor belegt

+ Hohe Zytotoxizitat in
Tumorzellen

- Keine Toxizitatsdaten

- Fur EPR-Effekt zu klein
(4-10 kDa)

- Keine Stabilitatsdaten

- Nur 2 Platinkomplexe
pro PEG

+ Geringe Toxizitat

- Keine Response

- Fur EPR-Effekt zu klein
(25 kDa)

+ Akkumulation im
Nukleus belegt

- Geringe (1)
Adduktbildung

- Fir EPR-Effekt zu klein
(25 kDa)

+ Stabilitatsdaten gezeigt

- Fur EPR-Effekt zu klein
(4-10 kDa)

- Aktivitat nur (!)fdr
Substanz ohne
Peptidstruktur gezeigt

Maus
Zellen

Zellen

Zellen

Zellen
Maus

Direkte tumorale Injektion

+ Kumulation in den
Lymphknoten

+ Gute antitumorale
Aktivitat

+ Gute antitumorale
Aktivitat

- Kumulation in der Leber

Maus

Maus

- Kumulation in der Niere

Es fallt auf, dass das Interesse an makromolekularen Platinkomplexen in den letzten

Jahren deutlich zugenommen hat. Allerdings verwundert es, dass nach viel

versprechenden verdffentlichten préaklinischen Daten — insbesondere Uber Dextrane
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als Tragersysteme — zu einigen Substanzen keine weiteren Veréffentlichungen zu
finden sind. Dies legt die Vermutung nahe, dass negative Ergebnisse (im Sinne eines
Publikationsbias) nicht weiter publiziert wurden. Auffallend ist auch das haufige
Auftreten einer Kumulation in der Leber. Mit diesem Phanomen muss bei
makromolekularen Substanzen anscheinend immer gerechnet werden.

Nur zwei dieser makromolekularen Verbindungen, AP5280 und die liposomale
Verbindung Lipoplatin® wurden bisher in klinischen Studien getestet.

Interessant ist, dass in keiner der aufgefuihrten Veroffentlichungen resistente Zellen
oder Tumore in die Untersuchungen einbezogen wurden. Makromolekulare
Platinkomplexe, die zur Uberwindung der Resistenz durch Ausnutzung alternativer
Aufnahmemechanismen synthetisiert wurden, sind bisher nicht bekannt. Wie bereits
diskutiert, waren mehrfach beladene, makromolekulare Platinkomplexe mit gezielter
intrazellularer Freisetzung erste Strukturen, die geeignet sein konnten. Dieses Ziel ist
ebenfalls am ehesten mit synthetischen Polymeren zu erreichen. Auch hier ware es
nattrlich sinnvoll und winschenswert, erst In-vitro-Versuche — wie z.B. die
Mikrodialysekammerversuche und Zellkulturexperimente — zur Strukturoptimierung

durchzuftuhren und danach Tierversuche zu initiieren.

7.3 Oxaliplatin-Analoga

Die Ergebnisse zur Aufnahme verschiedener niedermolekularer Platinkomplexe (vgl.
Kap. 7.2.4), die nicht die erwartete Abhangigkeit von der Lipophilie zeigten, flihrten
dazu, die Bedeutung der Lipophilie der Platinkomplexe anhand strukturell analoger
Oxaliplatinderivate zu untersuchen. In Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal
der Zusammenhang zwischen Lipophilie und Aufnahmekinetik in Tumorzellen
systematisch anhand verschiedener strukturell verwandter Platinkomplexe analysiert.
Zusatzlich sollte geklart werden, ob durch lipophilere Substanzen die Aufnahme
gesteigert und, wie vielfach vermutet*®®*’?, Resistenz, die vor allem mit verringerter

Aufnahme einhergeht, tberwunden werden kann.

Zurzeit werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die neben der passiven
Diffusion an der Aufnahme der Platinkomplexe beteiligt sind (vgl. Kap. 1.4.2). Die
wichtigsten Publikationen und Hypothesen sind als Diskussionsgrundlage in Tab. 7-5

gegenibergestellt.
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Tab. 7-5: Veroffentlichungen zur Aufnahme verschiedener Platinkomplexe.

Referenz

Postulierte
Aufnahmemechanismen

Beeinflussende
Substanzeigenschaften

Marverti et al.

1995%
Pereira-Maia

Nur passive Diffusion

Lipophilie, MolekiilgroR3e, Ladung

et al. 200312! Transport der Aquakomplexe Reaktivitat
Guo et al. Bindung am CTR1 und Reakiivitat
200420 Stabilisierung eines lonenkanals

Holzer et al Bindung am CTR1 und

2004110 ' Endozytose des Reaktivitat

Rezeptorkomplexes

Yonezawa et Transport von Cisplatin und

Strukturelle Unterschiede

al. 2006°’ Oxaliplatin durch OCT

Zhanget et al. Transport von Cisplatin und .

2006% Oxaliplatin durch OCT Strukturelle Unterschiede
Transport von Cisplatin, Reaktivitat

Holzer et al. Carboplatin und Oxaliplatin durch :

20067 CTR1, Oxaliplatin zusatzlich Strukturelle Unterschiede

ungeklarter Mechanismus

7.3.1 Vergleich der Reaktivitat

Mehrere Autoren kommen zu dem Schluss, dass die zellulare Aufnahme der
Platinkomplexe von der Reaktivitat gegentber Nukleophilen, bzw. der Bindung an

methioninreiche Strukturen des CTR1 abhangig ist. Unabhangig davon, ob nun nach

al 120 I 119

Guo et ein lonenkanal stabilisiert wird, oder nach Holzer et a eine
Endozytose des Rezeptorkomplexes erfolgt, wére es nahe liegend, dass die hdhere
Reaktivitdt eines Platinkomplexes zu einer vermehrten Bindung an diese
methioninreichen Strukturen und damit zu einer erhdhten Aufnahme fihrt. Zusatzlich
ist die Reaktivitat ein Faktor, der entscheidenden Einfluss auf die Zytotoxizitat der
Platinkomplexe hat. Gerade Platinkomplexe mit sehr gro3en (KP1480/1475) oder
aromatischen (KP1476) Substituenten kdnnten durch sterische Abschirmung des
Platinkomplexes vor nukleophilen Angriffen (vgl. Carboplatin) eine erniedrigte, oder
durch einen starkeren trans-Effekt eine erhdhte Reaktivitat aufweisen.

Alle untersuchten Oxaliplatin-Analoga zeigten eine vergleichbare Reaktivitat

gegenuber den Nukleotiden dAMP und dGMP. Vermutlich sind die Substituenten an
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Position 4 des neutralen DACH-Liganden zu weit vom Platin-Zentralatom und dem
austauschbaren Oxalatliganden entfernt, um die Reaktivitat gegentber Nukleotiden
unter In-vitro-Bedingungen messbar zu beeinflussen. Folglich kann die Reaktivitat als
maoglicher Einflussfaktor bei der Interpretation der Ergebnisse vernachlassigt werden.

7.3.2 Beziehungen zwischen Lipophilie und zellularer Aufnahme

Die Substanz KP1475 wird aufgrund ihrer Besonderheiten in Kap. 7.3.3 gesondert
diskutiert. Dies gilt ebenfalls fur bestimmte Merkmale der Substanz KP1480.

Zur Untersuchung der Aufnahmekinetik der Oxaliplatin-Analoga in Tumorzellen
wurde die intrazellulare Platinkonzentration nach 10, 60 und 120 Minuten ermittelt.
Die Untersuchung ergab eine schnelle frihe Aufnahmephase und eine langsamere
zweite Phase mit annahernd linearer Zunahme der Platinkonzentration in der
sensitiven wie auch in der resistenten Zelllinie mit steigender Inkubationszeit. Die
Aufnahme in die resistenten Zellen war in allen Untersuchungen (bis auf KP1480)
deutlich eingeschréankt. Die frihe Aufnahmephase unterschied sich zwischen den
Substanzen deutlich, die zweite Phase schien — erkennbar an einem parallelen

Verlauf — vergleichbar.

Aufnahmegeschwindigkeit

Die annadhernd lineare Zunahme der Platinkonzentration in der zweiten
Aufnahmephase wurde schon héaufig beschrieben und auch von J. Zisowsky fur
Cisplatin in den verwendeten Ovarialkarzinomzelllinien A2780 und A2780cis
bestéatigt®?%®, Zur Ermittlung der Aufnahmegeschwindigkeit in dieser Phase wurde
eine lineare Regression durchgefihrt. Die ermittelte Steigung entspricht der
Aufnahmegeschwindigkeit v (ng Platin-10° Zellen™*-min™).

Die Untersuchung der Beziehung zwischen der Lipophilie der Oxaliplatin-Analoga
und der Aufnahmegeschwindigkeit ergab keine statistisch signifikante Korrelation.
Die Aufnahmegeschwindigkeit ist dementsprechend unabhangig von der Lipophilie.
Aus der erkennbaren Parallelverschiebung der zweiten Aufnahmephase, die in einer
vergleichbaren Aufnahmegeschwindigkeit (Steigung der Regressionsgraden) der
Platinkomplexe resultiert, wird deutlich, dass die Aufnahme durch die

unterschiedliche Substitution am DACH-Liganden weitgehend unbeeinflusst bleibt.
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Diese Beobachtungen liefern einen Hinweis auf die mdglichen beteiligten
Mechanismen. Die Annahme der passiven Diffusion als dominanter Aufnahmeweg ist
unwahrscheinlich. Aufgrund der unterschiedlichen Lipophilie und der &hnlichen
Molekllgrof3e hatten nach GIl. 1.2 verschiedene Aufnahmegeschwindigkeiten
beobachtet werden miissen.

Gegen den Transport Uber organische Kationentransporter (OCT) spricht dessen
Substratspezifitdt, welche dieser Transporter nach ersten Erkenntnissen flr
Platinkomplexe aufweist®’?®. Aufgrund der unterschiedlichen und zum Teil sperrigen
Substituenten (KP1476, KP1480) wirde es verwundern, wenn hier kein Einfluss
bestiinde. Der Transport als Aquakomplex Uber einen eigenen spezifischen
Transporter ist ebenfalls wenig plausibel. Es gelten die gleichen Anmerkungen, die
schon fir den OCT-Transporter gemacht wurden. Die grof3en strukturellen
Unterschiede bleiben nach Hydrolyse des Oxalatliganden bestehen. Allerdings
konnte es sich bei der Hydrolyse um einen vorgelagerten Prozel3 handeln, welcher
der Bindung an Transporter vorausgeht, da Aquakomplexe hoch reaktive
Verbindungen darstellen.

Die vergleichbare Aufnahmegeschwindigkeit der Oxaliplatin-Analoga lasst sich somit
am ehesten mit einer Beteiligung des Kupfertransporters 1 (CTR1) erklaren. Nach
der Bindung an diesen Transporter konnte die Aufnahme entweder Gber Endozytose

oder durch lonenkanalbildung erfolgen****?°, wie in Abb. 7-12 dargestellt ist.
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Abb. 7-12: Hypothese der CTR1 vermittelten Platinkomplexaufnahme.
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Beide postulierten Mechanismen lassen sich in  Einklang mit der
strukturunabhangigen Aufnahmegeschwindigkeit bringen. Das Ausmal} der Bindung
an die methioninreiche, extrazellulare Domé&ne des Transporters sollte wegen der
nahezu identischen Reaktivitat der Oxaliplatin-Analoga und, da die Substituenten
durch den neutralen DACH-Liganden raumlich von den austauschbaren
Oxalatliganden getrennt vorliegen, ahnlich sein. Endozytotische Vorgénge zeigen in
der Regel ein lineares Aufnahmeverhalten®. Der lonenkanal, der nach der
Hypothese von Guo et al. durch die Quervernetzung dreier Untereinheiten stabilisiert
wird, entspricht der biologisch aktiven Form des Kupfertransporters.
Interessanterweise wurde die Struktur dieses lonenkanals fur den Kupfertransport
erst 2006 belegt, zwei Jahre nachdem erstmals die Beteiligung des lonenkanals am
Transport von Cisplatin vorgeschlagen wurde!®. Die ermittelte Porengréfze von ~ 9A
(Angstrom) ist so grof3, dass die Platinkomplexe strukturunabhangig durch passive
Diffusion (die Lipophilie spielt hier im Gegensatz zur Diffusion durch eine Membran
keine Rolle) in die Zelle gelangen kdnnten. Als weiteres Indiz fur die Hypothese der
Aufnahme Uber den CTR1-Transporter kann die von Kassack und Stratenschulte
gefundene geringere Expression dieses Transporters in der verwendeten resistenten
Zelllinie A2780cis angesehen werden, welche die verringerte Aufnahme der
Platinkomplexe erklaren wiirde®®.

Allerdings muss angemerkt werden, dass es naturlich auch denkbar ist, dass die
beobachtete Kinetik der Aufnahme aus einer Uberlagerung mehrerer Mechanismen
resultiert. So zeigten Holzer et al., dass in einer murinen Fibroblastenzelllinie ein
weiterer Transportprozess den CTR1 vermittelten Transport konzentrationsabhéngig
iiberlagerte?®®®. Um den Beitrag von CTR1 an der Aufnahme der Platinkomplexe
genauer einschatzen zu konnen, sollten weitere spezifische Experimente
durchgefiihrt werden. Hier bote sich eine Uberexpression oder Inhibition von CTR1
an. Eine veranderte Aufnahmekinetik der Oxaliplatin-Analoga kénnte dann
Ruckschlisse auf die Rolle von CTR1 erlauben.

Zusatzlich ist die Frage interessant, welche Substanzeigenschaften die zweite
Aufnahmephase malgeblich beeinflussen. Aus der Annahme des CTR1 vermittelten
Transports, der von einer Bindung der Platinkomplexe ausgeht, ergibt sich ein
maoglicher Einfluss der Reaktivitdit gegentber nukleophilen Strukturen als
entscheidender Faktor fiir die Aufnahmegeschwindigkeit. Zur Uberprufung dieser
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Hypothese bietet sich eine vergleichende Untersuchung strukturell verwandter

Oxaliplatinderivate mit unterschiedlicher Reaktivitat an, die inzwischen geplant ist.

Frihe Aufnahme

Zur besseren Beschreibung der initialen Aufnahme wurden die (rickextrapolierten)
Ordinatenschnittpunkte der berechneten Regressionsgeraden verwendet. Mdglich ist
dieses Vorgehen nur, wenn die erste Aufnahmephase eine hohere
Aufnahmegeschwindigkeit als die zweite Phase besitzt und die zweite Phase einen
linearen  Verlauf nimmt. Dann ist die ermittelte Konzentration (der
Ordinatenschnittpunkt) ein Mal3 fur die Menge Platin, welche durch den ersten,
schnelleren Prozess in die Zelle gelangt.

Die hdchstsignifikante Korrelation unter Berlcksichtigung aller untersuchter
Platinkomplexe, die zwischen der Lipophilie der Platinkomplexe und den ermittelten
Ordinatenschnittpunkten gefunden wurde, kdnnte ein Indiz fur eine passive Diffusion
der Platinkomplexe durch die Zellmembran sein, welche somit die Kinetik der frihen
Aufnahmephase bestimmen wirde.

Es ist jedoch auch mdglich, dass die frihe Aufnahmephase nur eine schnelle
lipophilieabhéngige Verteilung in die dul3ere Zellmembran widerspiegelt, ohne dass
die Platinkomplexe in das Zellinnere gelangen. Mit der verwendeten Methode der
Platinbestimmung kann nicht unterschieden werden, wo das Platin lokalisiert ist.

Die fruhe Aufnahmephase unterschied sich zwischen der resistenten und der
sensitiven Tumorzelllinie nicht, sodass gefolgert werden kann, dass der
Resistenzmechanismus, der verantwortlich fiur die geringere Aufnahme der

Platinkomplexe ist, nur in der zweiten Aufnahmephase von Bedeutung ist.

7.3.3 Beziehungen zwischen Lipophilie, Zytotoxizitat und Resistenz

Aufgrund der beobachteten Konzentrationszunahme in den Aufnahmeversuchen und

169204 \vurde eine

den bisher publizierten Ergebnisse &ahnlicher Untersuchungen
Zunahme der Zytotoxizitat (sinkender ECso) mit steigender Lipophilie erwartet. Durch
eine erhohte intrazellulare Konzentration kdonnte auf diese Weise Resistenz, die vor
allem mit verringerter Aufnahme der Platinkomplexe einhergeht, Uberwunden

werden.
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Die Untersuchung des Einflusses der Lipophilie auf die Zytotoxizitat sollte die Frage
einer moglichen Resistenziberwindung in der verwendeten Ovarialkarzinomzelllinie

klaren.

Einfluss der Lipophilie auf die Zytotoxizitat

Uberraschenderweise fand sich eine hohe, statistisch signifikante Korrelation mit
negativem Korrelationskoeffizient zwischen der Lipophilie und den ECso-Werten der
Platinkomplexe. Daraus folgt ein inverser Zusammenhang: je héher die Lipophilie,
desto weniger zytotoxisch sind die Platinkomplexe. Dieses Ergebnis kann
verschiedene Ursachen haben. Ein offensichtlicher Mechanismus, der zu der
geringeren Zytotoxizitat fiuhren kénnte, ware eine gesteigerte Ausschleusung (Efflux)
der lipophileren Platinkomplexe. Eine weitere Mdglichkeit, die aufgrund der Lipophilie
wahrscheinlich  erscheint, ist eine intrazellulare Kompartimentierung der
Platinkomplexe durch eine hdhere Affinitat zu Zellmembranen oder einen ATP7A

1*2° und ein damit verbundener Schutz der

bedingten erhdhten Einschluss in Vesike
DNA vor der Platinierung.

Galanski et al. und Habala et al. fuhrten Untersuchungen der Struktur-
Aktivitatsbeziehung mit einem Teil der verwendeten Oxaliplatinderivate in
verschiedenen Zelllinien durch und folgerten aus ihren Ergebnissen, dass grof3e,
sterisch volumindse Substituenten am DACH-Liganden die Zytotoxizitat senken.
Zusatzlich fanden sie eine hohere Aktivitdt der Substanzen mit axialer Substitution,
wobei insbesondere KP1475 auffiel’’"**®. Ausgehend von diesen Untersuchungen
wurde das Molekulargewicht der Substanzen als einfaches Mal3 fir die GroRRe der
Substituenten mit den ermittelten ECso-Werten korreliert. Ein Zusammenhang wurde
jedoch nicht gefunden.

Der Frage nach dem Mechanismus, welcher fir die geringere Zytotoxizitat der
lipophileren Platinkomplexe verantwortlich sein kénnte, wurde durch vergleichende
Untersuchung des lipophilsten Platinkomplexes KP1480 mit Oxaliplatin
nachgegangen. Beide Substanzen zeigten einen @hnlichen, geringen Efflux nach 12-
stindiger Auswaschphase, sodass die Hypothese einer gesteigerten Ausschleusung
der lipophileren Substanzen vermutlich verworfen werden kann. Durch Untersuchung
der gebildeten Platin-DNA-Addukte konnte nachgewiesen werden, dass KP1480

trotz der erhohten zellularen Konzentration deutlich weniger Addukte (~ 50%) bildet.
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Dies kann als Indiz fur eine intrazellulare Kompartimentierung gesehen werden. Eine
durchgefuhrte Membranpraparation konnte dieses Ergebnis tendenziell bestéatigen.
Die lipophile Substanz KP1480 zeigte eine geringfugig hohere Anreicherung in den
isolierten Membranen im Vergleich zu Oxaliplatin. Anhand der Ergebnisse der DNA-
Platinierung ware jedoch ein gro3erer Unterschied zu erwarten. Allerdings muss
dabei bertcksichtigt werden, dass Platinkomplexe, die tUber ATP7A in Vesikel
aufgenommen wurden und somit nicht fiir eine Reaktion mit der DNA zur Verfligung
stehen, durch die Membranpraparation vermutlich nicht extrahierbar sind, sondern in
der zytosolischen Fraktion verbleiben. Daher ist die Aussagekraft sehr begrenzt.

Bei der Untersuchung der Aufnahme der Platinkomplexe fiel auf, dass der Platin-
komplex KP1475 nach kurzer Zeit eine Abldsung der Zellen verursachte und zu viel-
fach hoheren Platinkonzentrationen fihrte. Dies lasst eine Zelllyse vermuten, die zur
Nekrose fuhrt und Grund fur die — vor allem im Vergleich zum Stereoisomer KP1480
— hohe 2Zytotoxizitat sein konnte. Der zugrunde liegende Mechanismus der
Zytotoxizitat ~ware also  unabhdngig vom  eigentlichen  zytotoxischen
Wirkmechanismus der Platinkomplexe zu sehen, sondern beruht wahrscheinlich eher
auf einer Einlagerung in die Zellmembran und einer nachfolgenden, moglicherweise
durch die axiale Substitution bedingte, Zerstérung dieser Membran. Somit ist diese
Substanz zur Untersuchung von Struktur-Zytotoxizitatsbeziehungen analoger
Platinkomplexe ungeeignet und wurde nicht weiter beriicksichtigt. Rappel et al.
konnten mittels einer kapillarelektrophoretischen Methode zeigen, dass Substanzen
mit axialen und equatorialen Substituenten unterschiedlich mit organischen
Mikrotropfchen einer Mikroemulsion interagieren und folgerten aus diesen
Ergebnissen bereits die Hypothese einer unterschiedlichen Reaktion mit
Zellmembranen®®. Dieser Effekt wird von I. Buf? in der eigenen Arbeitsgruppe weiter
untersucht.

Erwé&hnenswert ist, dass der membranzersetzende Effekt in der resistenten Zelllinie
deutlich schwéacher ausgepragt war (erkennbar an einem relativ hohen ECso-Wert
und Resistenzgrad). Dies deutet auf eine andere Membranzusammensetzung der
resistenten Zelle hin, die schon aufgrund der eigenen Ergebnisse zur Inhibition der

Endozytose mit [3-Methylcyclodextrin postuliert wurde (vgl. Kap. 5.4.3.2).
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Einfluss der Lipophilie auf Platinresistenz

Der von Moeller et al. und Tallen et al. postulierte Zusammenhang zwischen einer
Erhdhung der Lipophilie der Platinkomplexe und einer dadurch vermittelten
Resistenziberwindung wurde in der A2780-Ovarialkarzinomzelllinie  nicht

bestatigt'®92%4.

Dieses Ergebnis spiegelt die Resultate der
Zytotoxizitatsuntersuchungen und der weiterfUhrenden Untersuchungen mit der
Substanz KP1480 wider, die eine intrazellulare Kompartimentierung und einen damit
verbundenen Schutz der DNA vor der Platinierung nahelegen. Eine Beeinflussung
der Resistenz wéare nur dann zu erwarten gewesen, wenn eine Erhohung der
Lipophilie der Platinkomplexe in sensitiven und resistenten Zellen einen
unterschiedlichen Einfluss gehabt hatte. In beiden Zellen flhrte eine Erhéhung der

Lipophilie jedoch gleichermal3en zu einer geringeren Zytotoxizitat.

7.3.4 AbschlieRende Beurteilung des Konzepts der Strukturoptimierung
durch Verdnderung der Lipophilie

Die Ergebnisse der Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt
wurden, konnen als Hinweis gewertet werden, dass der Einsatz lipophilerer
Oxaliplatin-Analoga bei Ovarialkarzinomen keinen Vorteil besitzt. Die erhoffte und
auch gefundene erhohte intrazellulare Platinkonzentration war sowohl in der
sensitiven als auch resistenten Zelllinie mit einer erniedrigten Zytotoxizitat
verbunden, die mdglicherweise auf einer intrazellularen Kompartimentierung beruht.
Mal3gebliche Arbeiten, die zu einem anderen Schluss kommen, sollen kurz diskutiert
werden.

Platts et al. fanden fur funf untersuchte Platinkomplexe in einer Ovarialkarzinom-
zelllinie eine exponentielle Abhangigkeit der zellularen Aufnahme von der
Lipophilie?®>. Die durchgefiihrte Konzentrationsbestimmung, die nur an einem
Zeitpunkt erfolgte (Endpunktmessung), erlaubt allerdings keine Aussage Uber eine
zeitliche Entwicklung und verleitet zur méglicherweise falschlichen Annahme einer
unterschiedlichen Aufnahmegeschwindigkeit. Die Ergebnisse der eigenen Arbeit
zeigen den gleichen Zusammenhang, der aber nur fur die frihe Aufnahmephase gilt.
Danach wurden keine Unterschiede der Aufnahmegeschwindigkeit zwischen

verschiedenen Platinkomplexen gefunden. Somit ist es vorstellbar, dass die
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Resultate von Platts et al. ebenfalls auf eine initiale, lipophilieabhangige Aufnahme
(oder auch nur Kumulation in der Zellmembran) zuriickzufiihren sind.

Mertelle et al. zeigten eine lipophilieabhéngige Aufnahme von Cisplatin, Oxaliplatin
und Satraplatin in resistenten, nicht aber in sensitiven Plattenepithel-

karzinomzellen'"?.

Die Autoren vermuten die Beteiligung eines lonenkanals oder
Transporters in der sensitiven Zelllinie, die in der resistenten Zelllinie nicht mehr
vorhanden ist. Dieses Ergebnis ist auch vor dem Hintergrund der Hypothese der
reaktivitdtsabhangigen Aufnahme interessant. Mdglicherweise korreliert die
Aufnahme in der sensitiven Zelllinie mit der unterschiedlichen Reaktivitat dieser
Verbindungen. Dieser Aspekt wurde in dieser Untersuchung jedoch nicht
beriicksichtigt.

Von den Autoren wird geschlussfolgert, dass eine Erh6hung der Lipophilie eine
erhbhte Aufnahme in der resistenten Zelle bewirkt, die eine Resistenzuberwindung
maoglich macht. Anhand der Betrachtung der im Rahmen dieser Arbeit entstandenen
Ergebnisse wird Kklar, dass solche Aussagen nicht einfach getroffen werden dirfen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass eine Erhéhung der zellularen
Aufnahme durch lipophilere Komplexe in der untersuchten Ovarialkarzinomzelllinie
nur sehr begrenzt moglich ist. Die maximalen Konzentrationsunterschiede, welche
durch die Verwendung lipophilerer Substanzen erreichbar sind, werden nur von der
initialen Aufnahme bestimmt, die sich zudem noch in den resistenten und sensitiven
Zellen nicht unterschied. Weiterhin ist nicht gesichert, ob die gemessene erhthte
Platinkonzentration auf eine erhéhte Aufnahme in die Zelle oder auf eine Kumulation
in Zellmembranen beruht. Auch die Ergebnisse der Zytotoxizitatsuntersuchungen,
aus denen eine geringere Zytotoxizitat der lipophileren Platinkomplexe hervorgeht,
kénnten auf eine Kumulation hindeuten. Die Frage dabei muss deshalb sein, ob der
Unterschied fur die zytotoxische Wirkung in vivo relevant ist. Wenn die gemessene
zusatzliche Platinaufnahme biologisch aktiven Platinkomplexen entspricht, durfte die
Relevanz in vivo sowohl von der Halbwertszeit der Substanz wie auch von der Dauer
der Exposition der jeweiligen Zellen, also dem Konzentrationsverlauf am Wirkort
abhangig sein. Sind die Zellen dem Platinkomplex nur kurz ausgesetzt, kbnnte eine
erhohte Platinierung der DNA durch die hohere intrazellulare Konzentration des
Platinkomplexes entscheidend sein. Je langer die Zellen den Platinkomplexen
ausgesetzt sind, desto unbedeutender sind die Unterschiede in der initialen
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Aufnahme fir die insgesamt aufgenommene Platinmenge. Eine eindeutige Antwort
auf die Frage, ob der Unterschied in der initialen Aufnahme fir die zytotoxische
Wirkung relevant ist, lieBe sich deshalb nur durch die Aufnahme eines
Konzentrations-Zeit-Profils und der Platinierung der DNA in Tumorzellen in vivo
gewinnen.

Ein weiterer Aspekt, der berlcksichtigt werden muss ist, dass eine erhdhte
Aufnahme nicht spezifisch fur Tumorzellen ist. Wie der Einfluss der Erh6hung der
Lipophilie auf die Toxizitat ist, bliebe abzuwarten. Eine Untersuchung von Screnci et
al. fand allerdings einen inversen (!) Zusammenhang zwischen der Lipophilie und der
Platinkonzentration in unterschiedlichen Nervenzellen der Ratte’®. Konsequenter-
weise wurde auch keine Korrelation mit der Neurotoxizitat festgestellt.

In dieser Studie korrelierte eine Zunahme der Toxizitdt eher mit einer hoheren
Reaktivitat der Verbindungen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte aber auch bericksichtigt werden, dass
die Untersuchungen nur mit einer Zelllinie durchgefuhrt wurden. Moglicherweise
reagieren verschieden Zellen sehr unterschiedlich auf eine Zunahme der Lipophilie.
Dies gilt auch fir verschiedene Tumorentitaten. Fur die praktische Anwendung ergibt
sich daraus die Notwendigkeit, zu identifizieren, welche Mechanismen eine geringere
Zytotoxizitat  der  lipophileren  Substanzen  verursachen und  welche
Resistenzmechanismen durch den Einsatz lipophilerer Substanzen Uberwunden
werden konnen. Danach sollte untersucht werden, ob es Tumoren gibt, deren
Resistenzentwicklung hauptsachlich mit diesen Resistenzmechanismen assoziiert

ist. In solchen Tumoren kénnte ein Einsatz lipophilerer Substanzen von Vorteil sein.



242 Zusammenfassung

8 Zusammenfassung

Der Einsatz der Platinkomplexe in der Chemotherapie wird durch ihre Toxizitat und
priméare oder sekundare Resistenz limitiert. Im Fokus dieser Arbeit standen zwei
Anséatze, mit denen die Wirkung der Platinkomplexe optimiert werden kénnte.

Der erste Ansatz beruht auf anatomischen Unterschieden zwischen gesundem
Gewebe und Tumorgewebe solider Tumore, aufgrund derer makromolekulare
Substanzen im Tumor kumulieren konnen (EPR-Effekt). In der vorliegenden Arbeit
wurden Platinkomplexe untersucht, die nach intravendser Applikation gezielt an
Albumin binden und in vivo ein Biopolymer als makromolekulares Prodrug bilden.
Zuséatzlich wurde ein makromolekularer PEG-Platinkomplex als vollsynthetische
Alternative in die Untersuchungen einbezogen. Der zweite Ansatz beruht auf der
strukturellen Abwandlung bekannter Platinkomplexe. Durch Steigerung der Lipophilie
soll die Aufnahme in Tumorzellen erhdht und Resistenz, die mit einer erniedrigten
Platinaufnahme einhergeht, umgangen werden. Zur Priufung dieser Hypothese
wurden neue Oxaliplatin-Analoga untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurden verschiedene Methoden entwickelt oder optimiert
und nach internationalen Richtlinien validiert. Dazu gehorte eine Kkapillar-
elektrophoretische Methode zur Analyse des DNA-Adduktmusters und der Reaktivitat
strukturell unterschiedlicher Platinkomplexe. Eine weitere kapillarelektrophoretische
Methode diente zur Charakterisierung der Bindungskinetik an makromolekulare
Trager. Mit einer Methode zur Quantifizierung von Fluorescein-Rinderserumalbumin
wurden die Versuchsbedingungen zur Aufnahme makromolekularer Platinkomplexe
optimiert. Die Etablierung eines Testsystems auf der Basis einer
Gleichgewichtsmikrodialysekammer schaffte die Voraussetzung fiir eine Uberpriifung
postulierter Reaktionsmechanismen makromolekularer Platinkomplexe in vitro. Die
Untersuchungen der albuminbindenden Platinkomplexe ergaben, dass die Bindung
an Albumin zur Bildung des makromolekularen Prodrugs schnell und spezifisch
verlauft. Allerdings fuhrte dies zu einem deutlichen Aktivitatsverlust. Mit Hilfe der
Mikrodialysekammer wurde gezeigt, dass die angenommene Aktivierung des
Prodrugs durch hydrolytische Freisetzung eines reaktiven Platinkomplexes nicht in
ausreichendem Mal3e stattfindet. Auch niedrigere pH-Werte oder die Anwesenheit

einer Esterase als potentielle Einflussfaktoren hatten keinen aktivierenden Effekt. Der



Zusammenfassung 243

PEG-Platinkomplex hingegen wies in diesem Testsystem eine hohe Reaktivitat auf
und bietet sich somit als mdogliche Alternative an. Die zellulare Aufnahme der
makromolekularen Platinkomplexe wurde in cisplatinsensitiven und -resistenten
Tumorzellen untersucht. Ein wichtiger Resistenzmechanismus der Tumorzellen ist
eine geringere Aufnahme niedermolekularer Platinkomplexe. Die makromolekularen
Platinkomplexe zeigten keine eingeschrankte Aufnahme in resistente Zellen. Als
maldgeblicher Aufnahmemechanismus dieser Substanzen wurde die Endozytose
identifiziert. Zudem wurden Hinweise auf die Art der beteiligten Endozytoseprozesse
erhalten. Durchgefiihrte Zytotoxizitatstests zeigten, dass die Bindung an Albumin zu
einem geringeren Resistenzgrad fuhrte, wobei die Konjugate allerdings nur noch
wenig zytotoxisch wirkten. Der makromolekulare PEG-Platinkomplex hingegen
erwies sich als wesentlich zytotoxischer, zeigte aber deutliche Kreuzresistenz zu
Cisplatin.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die albuminbindenden Platinkomplexe in
ihrer jetzigen Form nicht fir das Prodrugkonzept geeignet sind. Synthetische
Polymere weisen vermutlich guinstigere Eigenschaften auf. Allerdings kénnten sich
strukturelle Modifikationen, die im Rahmen dieser Arbeit vorgeschlagen wurden,
gunstig auf eine Aktivierbarkeit der Albumin-Platinkomplexe auswirken. Des Weiteren
entstand aus dieser Arbeit die Hypothese einer Resistenziberwindung durch
makromolekulare Platinkomplexe. Auch fir solche Substanzen, die zur
Resistenztberwindung eingesetzt werden konnten, wurden Strukturvorschlage
gemacht. Neue makromolekulare Verbindungen lieRen sich mit den etablierten
Methoden leicht Uberprifen.

Im Rahmen der Untersuchungen der Oxaliplatin-Analoga wurde die Reaktivitat der
Verbindungen als mdglicher Einflussfaktor auf die Aufnahme in Tumorzellen
bestimmt und die Aufnahme in sensitive und resistente Tumorzellen charakterisiert.
Anschliel3end wurde der Einfluss der Lipophilie der Platinkomplexe auf Aufnahme,
Zytotoxizitat und Resistenz untersucht. Alle untersuchten Oxaliplatin-Analoga zeigten
eine vergleichbare Reaktivitdt. Die Untersuchungen zur Aufnahme der Oxaliplatin-
Analoga weisen auf zwei differenzierbare Aufnahmephasen hin. Die frihe Aufnahme
korrelierte dabei mit der Lipophilie der Platinkomplexe und unterschied sich zwischen
sensitiven und resistenten Zellen nicht. Die Aufnahmegeschwindigkeit in der zweiten

Aufnahmephase erwies sich als Lipophilie unabhangig und war zwischen den
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Oxaliplatin-Analoga vergleichbar. Mit steigender Lipophilie nahm allerdings die
Zytotoxizitdt der  Platinkomplexe trotz  einer erhdhten intrazellularen
Platinkonzentration ab. Ein Zusammenhang zwischen einer Erhohung der Lipophilie
der Platinkomplexe und einer dadurch vermittelten Resistenziberwindung zeigte sich
nicht. Vergleichende Untersuchungen zwischen Oxaliplatin und dem lipophilsten
Platinkomplex ergaben Hinweise auf eine intrazellulare Kompartimentierung und
einen damit verbundenen Schutz der DNA vor einer Platinierung. Die lipophileren
Oxaliplatin-Analoga waren somit in den untersuchten Tumorzelllinien nicht von
Vorteil.

Die Ergebnisse beider Teile der Arbeit kénnen einen Beitrag zur Optimierung der
Platinkomplexe leisten. Es zeigte sich, dass insbesondere die makromolekularen
Platinkomplexe sowohl als Prodrugs als auch im Hinblick auf eine moégliche
Resistenztberwindung Potenzial besitzen und weiter untersucht werden sollten.
Auch die Ergebnisse der Untersuchungen der Oxaliplatin-Analoga konnen zur
Entwicklung neuer Platinkomplexe beitragen. Weitere Versuche sollten den Einfluss
der Lipophilie auf eine intrazellulare Kompartimentierung abklaren. Danach kdnnte
untersucht werden, ob Tumorzellen verschiedener Tumorzelllinien vergleichbar auf
eine Zunahme der Lipophilie reagieren. Sollten Tumorzelllinien identifiziert werden, in
denen eine Erhdhung der Lipophilie der Platinkomplexe zu einer gesteigerten
Zytotoxizitat fuhrt, lieBen sich Tumoren selektieren, in denen der therapeutische

Einsatz lipophilerer Substanzen von Vorteil ist.
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Anhang

Anhang A Ergebnisse zur Untersuchung makromolekularer
Platinkomplexe

A1l Kapillarelektrophoretische Untersuchungen

Albuminbindungskinetik.

PLO4
Zeit
[min] Korr. Peakflache Flache [%] MW SD [%]
0 20499 16785 16866 100 100 100 100 0
1 10024 8308 9109 48,9 49,5 54 50,8 2,8
5 5560 4171 4725 27,1 24,8 28 26,6 1,7
10 2607 2390 2251 12,7 14,2 13,3 13,4 0,8
15 1664 1335 1512 8,2 8 9 8,4 0,5
20 78 598 869 0,4 3,6 5,2 3,1 2,4
30 N.D. N.D. N.D.
PLO7
0 11537 15461 13986 100 100 100 100 0
1 4479 7446 5715 38,8 48,2 40,9 42,6 4,93
5 2208 3743 2587 19,1 24,2 18,5 20,6 3,13
10 1269 1697 1632 11,0 11,0 11,7 11,2 0,4
15 718 912 863 6,2 5,9 6,2 6,1 0,17
20 426 411 576 3,7 2,7 4,1 3,5 0,72
30 N.D. N.D. N.D.

ND: nicht detektierbar
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Reaktivitat verschiedener Platinkomplexe gegeniber den Nukleotiden dAMP

und dGMP.
Cisplatin
dAMP dGMP dAMP dGMP
Zeit [h] [UM] SD [UM] SD [%] SD [%] [%] SD [%]
12 120,2 3,2 78,3 3,8 80,1 2,1 52,2 2,6
24 91,0 5,6 38,4 4,7 60,6 3,7 25,6 3,1
48 64,7 6,8 15,9 3,4 43,1 4,6 10,6 2,3
72 63,3 14,4 11,1 4,7 42,2 9,6 7,4 3,1
Carboplatin
12 1435 8,7 146,7 8,7 95,7 5,8 97,8 5,8
24 145,4 9,3 146,2 8,7 97,0 6,2 97,5 5,8
48 141,9 3,2 141,2 4,2 94,6 2,1 94,1 2,8
72 139,2 4,3 126,6 7,0 92,8 2,9 84,4 4,7
Oxaliplatin
12 127,6 0,7 130,5 2,1 85,1 0,4 87,0 14
24 120,7 6,3 118,7 7,9 80,5 4,2 79,1 5,3
48 99,2 7,6 86,6 6,4 66,2 5,0 57,7 4,2
72 84,2 1,2 62,1 0,8 56,2 0,8 41,4 0,6
PLO7
12 146,9 5,8 149,4 51 97,9 3,9 99,6 3,4
24 143,1 5,0 142,0 3,1 95,4 3,3 94,6 2,1
48 137,4 1,2 131,7 2,9 91,6 0,8 87,8 1,9
72 144,0 7,3 133,5 4,6 96,0 4,9 89,0 3,1
PLO4
12 151,6 6,3 1449 15 101,1 4,2 96,6 1,0
24 141,7 2,1 127,6 2,4 94,4 1,4 85,1 1,6
48 129,7 3,2 109,5 2,7 86,4 2,1 73,0 1,8
72 126,9 1,6 95,9 0,3 84,6 1,1 63,9 0,2
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A2 Platinierung von Kalbsthymus-DNA in der Mikrodialysekammer

DNA-Platinierung bei pH 7,4.

Angegeben ist die Platinmenge [Platinatome / 10° Nukleotide].

PLO4 mit Albumin  PLO7 mit Albumin PLO4 PLO7
Zeit [h] MW SD MW SD MW SD MW SD
24 205 101 83 16 6517 3418 3774 1954
48 412 252 161 67 20844 1368 11735 3753
72 338 127 200 46 36125 8655 12404 4981
96 359 243 252 89 41869 7168 16960 4662
120 536 278 251 74 68298 7390 25104 3823

Carboplatin mit PEG-Platinkomplex

Albumin Carboplatin PEG-Platinkomplex (bezogen auf 1 Pt)
Zeit [h] MW SD MW SD MW SD MW SD
48 1283 104 2856 148 31498 148 15749 1105
120 3073 341 9869 1493 67172 5661 33586 1493

DNA-Platinierung bei pH 6,0 und pH 5,0 nach 120 Stunden Inkubation.

Angegeben ist die Platinmenge [Platinatome / 10° Nukleotide].

PLO4 mit Albumin  PLO7 mit Albumin PLO4 PLO4

pH6,0 pH5,0 pH 6,0 pH 5,0 pH 6,0 pH5,0 pHB,0 pH 5,0
MW 758 1068 505 815 58019 59296 29372 24430
SD 144 420 104 375 2477 8641 2523 2349

Enzymabhangige DNA-Platinierung nach 24 Stunden Inkubation.

Angegeben ist die Platinmenge [Platinatome / 10° Nukleotide].

PLO7 PLO4
AE EA AE EA
MW 58 279 222 564
SD 22 275 23 163

AE/EA: Inkubationsreihenfolge AE= Albumin / Esterase; EA = Esterase / Albumin
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A3 Stabilitats- und Diffusionsuntersuchung in der

Mikrodialysekammer

Diffusion von PLO7 und des PEG-Platinkomplexes durch die semipermeable
Membran der Mikrodialysekammer.

Angegeben ist die Platinmenge [ug].

PLO7
Gesamt Kammer 2 Zur Analyse }ZiTerirl]Zrn?
Zeit [h] MW MW entnommen Gesamtplatin SD [%]
MW [%]
0,0 2,01 0 0 0 0
0,5 2,01 0,34 0,042 16,80 2,07
1,0 1,97 0,47 0,059 24,04 3,02
2,0 1,91 0,64 0,081 33,80 6,18
4,0 1,83 0,70 0,088 38,36 2,53
8,0 1,74 0,84 0,105 48,15 4,12
* 0,0 3,02 0 0 0 0
19,0 3,02 1,68 0,210 55,52 4,21
48,0 2,81 1,42 0,178 50,59 1,76
PEG-Platinkomplex
0,0 4,42 0 0 0 0
0,5 4,42 0,05 0,007 1,24 0,30
1,0 4,42 0,06 0,007 1,33 0,38
2,0 4,41 0,07 0,008 1,52 0,37
4,0 4,40 0,11 0,014 2,58 0,13
8,0 4,39 0,25 0,031 5,65 0,17
* 0,0 3,21 0 0 0 0
19,0 3,21 0,50 0,063 15,56 0,51
48,0 3,15 1,04 0,129 33,05 6,81

* Einsatz einer neuen Mikrodialysekammer
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A4 Zytotoxizitatstests zur Bestimmung der ECsg

MTT-Assay mit Cisplatin zur Ermittlung einer maximalen Passageanzahl.

Angegeben ist jeweils die Absorption [% des Ausgangswertes].

A2780cis
A2780 (n=10) A2780cis (n=6) Passage 12 (n=6)
Cisplatin
log Konz.
[%)] MW SD MW SD MW SD
-9,0 100,00 — 100,00 — 100,00 —
-8,0 100,47 2,57 90,19 8,59 95,50 5,79
-7,5 95,39 10,96 - — - —
-7,0 97,93 10,62 90,25 8,56 101,01 17,15
-6,5 89,58 18,73 96,53 17,75 99,22 22,21
-6,0 69,26 28,58 92,03 6,25 97,60 17,10
-5,5 44,72 31,96 85,57 19,44 84,28 8,59
-5,0 12,64 7,29 40,43 13,00 48,72 4,94
-4,5 2,05 1,31 10,30 3,32 12,36 4,68
-4,0 1,37 1,04 2,06 1,06 3,17 2,10
-3,6 2,02 2,48 2,33 0,52 2,93 1,34
— Konzentration wurde nicht eingesetzt
MTT-Assays mit verschiedenen Platinkomplexen.
Angegeben ist jeweils die Absorption [% des Ausgangswertes].
A2780 (n=6) A2780cis (n=6)
Oxaliplatin
log Konz. [%] MW SD MW SD
-8,5 100,00 — 100,00 -
-7,5 106,85 4,85 102,80 10,22
-6,5 98,70 5,98 97,81 22,50
-5,5 55,32 2,39 75,91 9,12
-5,2 41,81 2,33 57,91 6,12
-4,9 30,79 0,60 55,84 4,74
-4,6 8,28 0,45 49,51 6,21
-4,3 3,85 0,45 39,42 1,59
-4,0 3,91 0,52 12,29 0,42
-3,7 1,11 0,11 8,64 0,21
-2,0 1,13 0,13 8,67 0,24

— Konzentration wurde nicht eingesetzt
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MTT-Assays mit verschiedenen Platinkomplexen.

Angegeben ist jeweils die Absorption [% des Ausgangswertes].

Anhang

A2780 (n=6) A2780cis (n=6)
Carboplatin

log Konz. [%] MW SD MW SD
-9,0 100,00 — 100,00 —
-7,0 84,88 18,39 88,51 9,97
-6,5 83,55 22,39 82,30 11,12
-6,0 85,92 22,05 85,26 14,16
-5,5 90,15 17,81 81,00 10,30
-5,0 90,65 12,27 77,39 11,04
-4,5 75,98 10,72 76,09 15,11
-4,0 28,80 8,88 64,32 10,66
-3,5 0,81 0,44 30,77 7,14
-3,0 0,64 1,23 4,56 0,91
-1,0 1,67 0,74 4,56 0,91

PLO7

log Konz. [%] MW SD MW SD
-9,0 100,00 — 100,00 —
-6,5 — — 110,07 1,11
-6,4 103,96 17,29 — —
-5,5 — — 104,03 23,40
-5,4 99,91 17,30 — —
4,5 — - 104,03 23,40
-4,4 86,90 15,73 - -
-4,2 — — 93,96 13,92
-3,9 88,73 16,61 102,11 11,26
-3,6 — — 72,16 7,56
-3,4 52,78 13,58 — —
-3,3 — — 47,53 2,62
-3,1 35,90 6,49 — —
-3,0 23,06 6,13 38,19 10,88

— Konzentration wurde nicht eingesetzt
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MTT-Assays mit verschiedenen Platinkomplexen.

Angegeben ist jeweils die Absorption [% des Ausgangswertes].

A2780 (n=6) A2780cis (n=6)
PL0O4

log Konz. [%] MW SD MW SD
-7,0 100,00 — 100,00 —
-6,0 106,76 25,06 103,89 14,92
-5,0 27,80 3,28 62,26 7,45
-4,5 11,58 4,45 51,88 7,33
-4,0 6,76 1,60 46,69 5,16
-3,8 5,08 1,26 20,04 3,14
-3,7 4,44 3,23 10,89 0,78
-3,6 3,54 2,91 9,96 0,85

PLO7-Albumin

log Konz. [%] MW SD MW SD
-7,0 100,00 - 100,00 -
-6,0 83,02 11,43 99,73 14,50
-5,0 86,25 12,92 103,07 9,48
-4,5 61,85 8,72 99,87 19,94
-4,0 42,11 11,12 52,40 6,43
-3,8 25,62 13,95 49,60 6,65
-3,7 15,50 2,36 47,73 7,27
-3,6 14,36 3,45 49,47 4,62
-2,3 13,90 3,10 9,87 2,61

PLO4-Albumin

log Konz. [%] MW SD MW SD
-9,0 100,00 - 100,00 -
-6,5 110,72 8,59 100,66 8,80
-5,5 104,38 12,52 91,89 15,15
-4,5 117,96 9,13 111,90 11,30
-4,2 109,38 4,96 94,15 11,15
-3,9 106,34 8,45 80,07 13,79
-3,6 65,59 12,40 60,00 11,85
-3,3 48,62 5,65 43,43 10,91
-3 28,24 4,21 27,05 13,05

— Konzentration wurde nicht eingesetzt
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A5 Intrazellulare Platinkonzentrationen

Angegeben ist die intrazellulare Platinmenge [ng / 10° Zellen].

A2780 A2780cis
Oxaliplatin

Zeit [min] MW SE N MW SE N
2 0,12 0,01 3 0,06 0 3

5 0,32 0,02 3 0,11 0,01 3

10 0,89 0,02 3 1,21 0,03 3

60 6,47 0,39 3 5,44 0,27 3
120 14,86 0,16 3 9,64 0,58 3

Carboplatin

2 0,15 0,02 6 0,11 0,02 6

5 0,33 0,08 6 0,21 0,03 6

10 0,43 0,06 6 0,32 0,04 6

60 2,44 0,06 6 15 0,3 6
120 4,57 0,41 6 3,23 0,29 6

PLO7
120 4,59 0,26 6 2,99 0,04 3
PLO7—Albumin
60 0,55 0,05 3 0,41 0,04 3
120 0,76 0,04 14 0,82 0,04 11
1204 °C 0,14 0,015 3 0,14 0,037 3
PL0O4
120 5,88 0,67 6 4,42 0,34 8
PLO4—Albumin
60 0,51 0,05 3 0,62 0,08 3
120 0,82 0,03 11 0,76 0,03 10
1204 °C 0,13 0,018 3 0,14 0,041 3
PEG—Platinkomplex

60 2,08 0,11 9 1,96 0,08 6
120 1,01 0,13 5 0,98 0,05 3

N Anzahl der durchgefuihrten Versuche



Anhang

A6 Untersuchung der Aufnahmemechanismen

Intrazellulare Konzentration von FITC-Rinderserumalbumin.

Angegeben ist die intrazellulare Konzentration von FITC-Rinderserumalbumin

[ng / 10° Zellen].
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A2780 A2780cis
Zeit [min] MW SE N MW SE N
2 0,025 0,006 4 0,027 0,008 4
5 0,036 0,009 4 0,025 0,003 4
10 0,046 0,006 4 0,038 0,006 4
60 0,112 0,009 3 0,126 0,004 3
120 0,423 0,061 3 0,395 0,046 3

N Anzahl der durchgefiihrten Versuche

Intrazellulare Konzentration von FITC-Rinderserumalbumin nach Zugabe von
Endozytoseinhibitoren.

Angegeben ist die intrazellulare Konzentration von

FITC-Rinderserumalbumin [ng / 10° Zellen] nach 60 Minuten Inkubation.

A2780 A2780cis
Substanz MW SE N MW SE N
BafA; 0,061 0,010 7 0,102 0,008 3
K (DMSO) 0,123 0,011 6 0,189 0,011 3
R-MCD 0,118 0,016 5 0,139 0,006 6
K (PBS) 0,118 0,017 5 0,164 0,014 6

N Anzahl der durchgefiihrten Versuche

Abkirzungen: BafA; = Bafilomycin A;, K (DMSO) = Kontrolle DMSO, 3-MCD = 3-Methylcyclodextrin,
K (PBS) = Kontrolle PBS.
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Intrazellulare Konzentration der makromolekularen Platinkomplexe nach
Zugabe von Endozytoseinhibitoren.

Angegeben ist die intrazellulare Platinkonzentration [ng / 10° Zellen] nach 120
Minuten Inkubation.

A2780
Substanz Inhibitor MW SE N
PLO7-Albumin 3-MCD 0,76 0,14 4
PLO7-Albumin K(PBS) 0,68 0,05 7
PLO4-Albumin 3-MCD 0,72 0,11 4
PLO4-Albumin K(PBS) 0,82 0,06 6
PEG 3-MCD 1,27 0,03 9
PEG K(PBS) 2,08 0,11 4
PLO7-Albumin BafA; 0,47 0,07 4
PLO7-Albumin K(DMSO) 0,65 0,08 4
PLO4-Albumin BafA; 0,49 0,02 4
PLO4-Albumin K(DMSO) 0,80 0,12 4
PEG BafA; 1,19 0,10 4
PEG K(DMSO) 1,69 0,17 4
PLO7 BafA; 4,75 0,08 3
PLO7 3-MCD 4,50 0,57 4
PLO4 BafA; 5,18 0,17 3
PLO4 3-MCD 4,45 0,59 4
A2780cis

Substanz Inhibitor MW SE N
PLO7-Albumin 3-MCD 0,73 0,03 4
PLO7-Albumin K(PBS) 0,75 0,02 6
PLO4-Albumin 3-MCD 0,70 0,06 4
PLO4-Albumin K(PBS) 0,76 0,03 5
PEG 3-MCD 1,27 0,03 4
PEG K(PBS) 1,61 0,03 6
PLO7-Albumin BafA; 0,53 0,08 4
PLO7-Albumin K(DMSO) 0,82 0,06 4
PLO4-Albumin BafA; 0,38 0,02 4
PLO4-Albumin K(DMSO) 0,75 0,06 4
PEG BafA; 0,98 0,23 5
PEG K(DMSO) 1,64 0,24 5
PLO7 BafA; 3,54 0,19 3
PLO7 3-MCD 2,90 0,22 3
PLO4 BafA; 5,23 0,24 3
PLO4 3-MCD 4,12 0,23 3

N Anzahl der durchgefiihrten Versuche

Abkirzungen: PLO4A/07A = an Albumin gebundene Platinkomplexe, PEG = PEG-Platinkomplex
BafA; = Bafilomycin A;, K (DMSOQO) = Kontrolle DMSO, 3-MCD = 3-Methylcyclodextrin,
K (PBS) = Kontrolle PBS
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ANHANG B Ergebnisse zur Untersuchung neuer Oxaliplatin-
Analoga

B1 Kapillarelektrophoretische Reaktivitatsuntersuchung
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Reaktivitat verschiedener Platinkomplexe gegeniber den Nukleotiden dAMP

und dGMP.
KP1475
dAMP dGMP dAMP dGMP
Zeit [h] [uM] SD [uUM] SD [%] SD [%] [%] SD [%]
0 147,7 2,7 147,1 0,4 100,0 1,9 100,0 0,3
24 136,9 6,6 126,1 2,3 92,7 4,5 85,7 1,6
48 131,3 7,0 105,3 3,4 88,9 4,7 71,6 2,3
72 106,1 0,8 73,0 1,9 71,9 0,5 49,6 1,3
96 100,8 5,0 64,7 1,3 68,3 3,4 44,0 0,9
KP1476
0 139,3 3,4 139,3 3,4 100,0 2,5 100,0 2,5
24 135,2 4,5 121,8 1,3 91,6 3,1 82,8 0,9
48 126,5 6,7 101,3 4,0 85,7 4,5 68,9 2,7
72 103,2 3,7 67,3 2,8 69,9 2,5 45,7 1,9
96 96,0 6,9 57,1 2,0 65,0 4,7 38,8 14
KP1478
0 142,0 4,3 1425 0,6 100,0 3,0 100,0 0,4
24 133,6 8,1 1243 2,5 90,5 5,5 84,5 1,7
48 120,4 9,0 96,1 4,5 81,6 6,1 65,3 3,0
72 102,6 0,2 69,2 3,6 69,5 0,2 47,0 2,4
96 96,7 2,7 59,4 2,7 65,5 1,8 40,3 1,8
KP1480
0 148,3 3,2 148,3 2,2 100,0 2,2 100,0 15
24 134,7 3,0 122,2 1,6 91,2 2,0 83,0 11
48 129,8 1,6 101,9 3,2 87,9 1,1 69,2 2,2
72 105,5 3,2 70,1 1,7 71,4 2,2 47,6 1,2
96 100,8 6,0 61,1 1,6 68,3 4,1 41,5 1,1
KP1481
0 144.,4 3,6 147,1 1,0 100,0 2,5 100,0 0,7
24 133,0 3,4 120,0 3,8 90,1 2,3 81,5 2,6
48 127,7 8,0 98,5 4,0 86,5 5,4 66,9 2,7
72 99,4 2,2 64,3 3,4 67,3 1,5 43,7 2,3
96 94,1 1,9 54,2 3,6 63,8 1,3 36,9 2,4
Oxaliplatin
0 138,2 8,1 145,6 3,3 100,0 5,8 100,0 2,3
24 131,4 6,6 121,5 5,7 89,0 4,5 82,6 3,9
48 121,8 8,1 97,0 9,0 82,5 5,5 65,9 6,1
72 101,4 2,7 68,0 3,7 68,6 1,8 46,2 2,5
96 91,1 2,4 56,3 1,0 61,7 1,6 38,2 0,7
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B2 Intrazellulare Platinkonzentrationen

Angegeben ist die intrazellulare Platinmenge [ng / 10° Zellen].

A2780 A2780cis
Oxaliplatin
Zeit [min] MW SE N MW SE N
10 0,89 0,02 6 0,98 0,11 6
60 6,47 0,39 6 4,39 0,18 6
120 14,86 0,16 6 9,21 0,43 6
KP1475
10 13,46 2,78 6 4,52 0,35 3
60 16,77 2,47 6 17,70 2,88 3
120 5,85 2,71 6 29,24 4,89 3
KP1476
10 5,93 1,55 6 4,08 1,61 3
60 8,04 0,34 6 7,89 0,73 3
120 16,89 1,07 6 13,33 0,40 3
KP1478
10 2,60 0,14 6 1,32 0,20 3
60 8,28 0,49 6 6,48 0,33 3
120 16,72 0,40 6 11,77 0,56 3
KP1480
10 11,14 0,78 6 11,69 4,72 3
60 16,26 0,36 6 20,39 0,60 3
120 18,31 0,49 6 22,47 2,05 3
KP1481
10 2,98 0,33 6 3,10 0,51 3
60 10,40 0,36 6 7,49 0,10 3
120 19,41 0,83 6 13,56 0,54 3
Cisplatin
10 0,59 0,28 3 0,14 0,05 3
60 9,75 0,38 3 5,40 0,22 3
120 17,68 0,70 3 8,40 0,26 3

N Anzahl der durchgefuihrten Versuche
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B3 Untersuchung der Unterschiede zwischen Oxaliplatin und
KP1480

Intrazellulare Platinkonzentration nach 12 Stunden Inkubation mit 5 uM
Platinkomplex und nach 12 Stunden Auswaschphase.

Angegeben ist die intrazellulare Platinkonzentration [ng / 10° Zellen].

A2780 A2780cis
Oxaliplatin
Zeit [h] MW SE N MW SE N
12 6,62 0,21 3 3,3 0,05 3
12+12 5,3 0,43 3 2,4 0,14 3
KP1480
12 8,56 0,33 3 4,49 0,40 3
12+12 8,232 0,96 3 3,434 0,23 3

N Anzahl der durchgefuihrten Versuche

Unterschiedliche DNA-Platinierung durch Oxaliplatin und KP1480 nach
4 Stunden Inkubation.

Angegeben ist die Platinmenge [Platinatome / 10° Nukleotide].

A2780 A2780cis
Oxaliplatin
MW SE N MW SE N
58,09 4,30 3 51,64 2,58 3
KP1480
24,36 5,49 3 23,78 7,56 3

N Anzahl der durchgefuihrten Versuche
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Anhang

Platinkonzentration in der Membran und im Zytosol von A2780 und A2780cis-
Zellen nach 12 Stunden Inkubation mit 5 pM Platinkomplex und nach 12
Stunden Auswaschphase.

Angegeben ist die Platinkonzentration [ng].

A2780
KP1480
1 2 3 4 5 6 MW [%] SE [%]
Zytosol 28,27 33,71 9,60 8,96 5,37 4,99
Membran 10,04 4,37 5,87 5,31 3,07 3,59
Gesamt 38,31 38,08 15,47 14,27 8,44 8,58
Membran [%] 26,21 11,48 37,94 37,23 36,36 41,87 31,85 4,60
Oxaliplatin
Zytosol 14,56 15,13 15,59 13,23 8,27 9,34
Membran 2,76 1,30 5,91 6,50 2,86 2,72
Gesamt 17,32 16,43 21,49 19,73 11,13 12,06
Membran [%] 15,92 7,89 27,47 32,94 25,69 22,55 22,08 3,65
A2780cis
KP1480
Zytosol 7,22 9,77 6,49 22,79 9,59 10,72
Membran 4,28 6,53 1,13 4,03 30,20 25,04
Gesamt 11,50 16,30 7,62 26,82 39,79 35,76
Membran [%0] 37,21 40,05 14,79 15,04 75,90 70,02 42,17 10,69
Oxaliplatin
Zytosol 16,17 12,82 9,20 8,72 11,06 10,73
Membran 2,17 1,55 4,57 2,65 6,64 5,47
Gesamt 18,33 14,38 13,77 11,37 17,70 16,20
Membran [%] 11,81 10,82 33,17 23,30 37,50 33,78 25,06 4,75
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B4 Zytotoxizitatstests zur Bestimmung der ECsg

Angegeben ist jeweils die Absorption [% des Ausgangswertes].
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A2780 (n=3) A2780cis (n=3)
KP1475
log Konz. [M] MW SD MW SD
-8,5 100,00 0,00 100,00 0,00
-7,5 103,41 1,61 94,69 15,98
-6,5 106,83 9,07 91,06 19,83
-5,5 85,54 2,52 89,86 8,54
-5,2 45,52 0,76 69,93 4,10
-4,9 12,58 0,46 96,50 9,65
-4,6 8,70 0,91 86,23 16,63
-4,3 2,81 1,06 24,64 4,61
-4 2,68 1,03 10,87 0,96
-3,7 2,07 0,42 7,49 1,37
-2 — — 7,00 1,73
KP1476
log Konz. [M] MW SD MW SD
-8,5 100,00 0,00 100,00 0,00
-7,5 98,56 10,91 89,19 17,47
-6,5 117,87 7,21 85,52 12,29
-5,5 84,61 9,41 102,70 18,20
-5,2 77,76 9,68 92,02 12,41
-4,9 67,58 4,34 76,45 7,61
-4,6 46,51 2,74 65,51 13,82
-4,3 12,92 2,06 45,43 3,96
-4 5,87 0,90 31,92 8,34
-3,7 1,44 0,69 15,19 3,24
-2 — — 14,67 2,89
KP1478
log Konz. [M] MW SD MW SD
-8,5 100,00 0,00 100,00 0,00
-7,5 84,30 19,72 96,28 5,33
-6,5 105,20 14,04 90,62 12,81
-5,5 45,36 2,30 100,45 6,30
-5,2 43,93 1,16 93,15 4,73
-4,9 27,42 3,67 58,78 17,93
-4,6 12,74 0,18 46,73 4,00
-4,3 10,30 1,68 27,98 6,46
-4 8,46 1,24 22,47 2,62
-3,7 2,65 0,47 17,56 5,38
-2 — — 16 4,00

— Konzentration wurde nicht eingesetzt
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Angegeben ist jeweils die Absorption [% des Ausgangswertes].
A2780 (n=3) A2780cis (n=3)
KP1480
log Konz. [M] MW SD MW SD
-8,5 100,00 0,00 100,00 0,00
-7,5 87,53 9,31 109,82 10,83
-6,5 91,33 7,64 110,42 20,52
-5,5 72,83 8,79 93,15 3,23
-5,2 74,37 20,84 101,04 24,33
-4,9 67,49 12,22 102,38 9,64
-4,6 54,84 3,21 101,49 4,47
-4,3 28,30 6,13 83,48 11,19
-4 13,38 3,42 61,90 4,56
-3,7 7,20 2,37 9,82 2,05
-2 — — 9,67 2,52
KP1481
log Konz. [M] MW SD MW SD
-8,5 100,00 0,00 100,00 0,00
-7,5 93,97 4,94 115,92 7,60
-6,5 86,15 2,32 99,60 14,38
-5,5 71,08 2,41 109,04 14,86
-5,2 46,73 1,65 86,50 7,90
-4,9 25,35 0,84 67,88 12,91
-4.6 6,31 0,98 47,64 3,74
-4,3 4,08 0,95 14,17 0,70
-4 3,24 0,54 10,12 1,07
-3,7 1,28 0,35 5,53 0,62
-2 — — 5,33 0,58

— Konzentration wurde nicht eingesetzt
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