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Referat

Keimzelltumore sind die haufigste Krebserkrankung junger Ménner. Die Heilungsrate liegt seit
Einfiihrung der cisplatinhaltigen Kombinationschemotherapie bei insgesamt etwa 90%.
Cisplatinresistenz schriankt das kurative Potential der Therapie von Keimzelltumoren sowie
verschiedener anderer Krebsentititen erheblich ein. Die Modifizierung des Cisplatinmolekiils
stellt eine Mdglichkeit zur Uberwindung der Resistenzen dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die zytotoxischen Effekte von 12 neuen Cisplatinkonjugaten mit aliphatischen Seitenketten
unterschiedlicher Linge und Konjugation an ein Tetrahydropyranringsystem THP1-12 (cis-
Dichloro(m-{n-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Alkyl1} Alkyl2-diamino)platin(II)-
Verbindungen; Alkyll:-butyl/-hexyl/-octyl/-undecyl; Alkyl2:-ethan/-propan) untersucht. Zur
qualitativen Erfassung der Apoptoseinduktion durch die Cisplatinkonjugate wurde der DNA-
Fragmentierungs-Assay verwendet. Der Einfluss einer zytotoxischen Behandlung auf das
Zellzyklusprofil wurde durchflusszytometrisch erfasst. Die Untersuchungen erfolgten an den
beiden Keimzelltumorzelllinien HI12.1 und 1411HP in vitro, wobei HI12.1 primér
cisplatinsensibel ist und 1411HP eine intrinsische Cisplatinresistenz aufweist. Die
Zytotoxizitdtsmessung erfolgte mit Hilfe des SRB-Assays. Es zeigte sich eine deutliche
Korrelation zwischen der Lénge der Seitenkette (Alkyll) und der gefundenen Zytoxizitit, in
dem die zytotoxische Potenz der Verbindungen mit zunehmender Lénge der Seitenkette stieg.
Zudem fand sich eine Abhédngigkeit der Aktivitdt von der Art der Bindung am Ringsystem
sowie des Ringsystems selbst (Alkyl2). Insbesondere die Substanz THP-12 (Alkyll = undecyl,
Alkyl2 = propan) war besonders aktiv und zeigte keine Kreuzresistenz gegeniiber Cisplatin.

Als Mechanismus der Zelltodinduktion konnte Apoptose durch einen Sub-G1-Peak in der
Durchflusszytometrie sowie typischer DNA-Fragmentierung mit 180 bp Fragmenten in der
DNA-Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Interessanterweise loste insbesondere die
aktivste Verbindung THP-12 Apoptose deutlich schneller aus als Cisplatin. Im Gegensatz zu
Cisplatin bildete sich kein typischer G2/M-Arrest nach THP-12 Behandlung aus, sondern die
Zellen scheinen ohne Bezug zu einem Zellzykluskompartiment direkt Apoptose auszuldsen.

Als mogliche Faktoren fiir die Uberwindung der Cisplatinresistenz durch die THP-Verbindung
konnen eine erhohte zellulire Akkumulation in der Zelle, eine gednderte DNA-Bindung
aufgrund der Molekiilstruktur, fehlende Effektivitit der zelluliren DNA-Reparaturmechanismen

oder ein DNA-unabhéingiger Weg der Apoptoseinduktion diskutiert werden.
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Beriicksichtigung der Cisplatinresistenz bei Keimzelltumoren
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Keimzelltumoren

1.1.1.  Epidemiologie

Keimzelltumore sind die héufigste maligne Tumorerkrankung bei Mannern zwischen 20 und 35
Jahren. Aktuell betrdgt die Inzidenz 10,4/100.000 (Husman et al. 2010).

Stellten Keimzelltumoren vor Einfilhrung der cisplatinhaltigen Therapieregime noch die
haufigste Krebstodesursache in dieser Altersgruppe dar, liegt die Mortalitdt heute bei 0,3-0,4
Féllen pro 100 000 (Bertz et al. 2006; Schmoll et al. 2006). Beim Mann entwickelt sich in etwa
90-95% der Tumor primér im Hoden. Andererseits sind aufgrund des Descensus testi im
Rahmen der Embryonalentwicklung aber auch primir extragonadale Manifestationen
beispielsweise mediastinal oder retroperitoneal moglich.

Pradisponierende Faktoren fiir einen Keimzelltumor des Hodens sind ein Kryptorchismus bzw.
Maldeszensus testis sowie ein kontralateraler Hodentumor und das Auftreten von
Hodentumoren in der Familie. Ebenso weisen Patienten mit gonadaler Dysgenesie ein erhohtes
Risiko auf, an Keimzelltumoren zu erkranken (Forman et al. 1992; Dieckmann KP 2003;

Schmoll et al. 2006).

1.1.2.  Entstehung von Keimzelltumoren

Der Beginn einer malignen Entartung der primordialen Keimzelle wird aufgrund der
Haufigkeitsverteilung der Keimzelltumoren bereits intrauterin bzw. perinatal vermutet (Lutzker
and Barnard 1998).

Aus einer primordialen Keimzelle entsteht durch genetische Faktoren und Umwelteinfliisse
sowie Verdnderungen im Genom eine Krebsvorstufe, die testikuldre intraepitheliale Neoplasie
(Schmoll et al. 2006).

Bei weiteren Verdnderungen im Genom entstehen maligne Zellen i.S. eines Seminoms bzw.
eines embryonalen Karzinoms. Dabei ist die Ausbildung eines Carcinoma in situ eine obligate
Zwischenstufe. Das embryonale Karzinom kann, je nach Differenzierung in embryonales oder
extraembryonales Gewebe, Teratome oder Chorion- und Dottersacktumore ausbilden

(Heidenreich et al. 1998).
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Abb. 1: Entstehung von Keimzelltumoren (modifiziert nach Wittekind 2008)

1.1.3.  Therapie von Hodentumoren

Grundsétzlich wird die Therapie von Hodentumoren nach der Histologie (Seminom bzw.
Nichtseminom) sowie der Risikoklassifikation nach IGCCCG stratifiziert. Hier kommen je nach
Histologie, Risiko und Stadium die Operation, Strahlentherapie und Chemotherapie in Frage.
Durch Einfiihrung des Cisplatins als tragende Komponente der Chemotherapie konnte sowohl
die Ansprechrate als auch die Heilungsrate dramatisch erhoht werden (Einhorn and Williams
1979). Die Heilungsrate des malignen Keimzelltumors liegt in frithen Stadien bei nahezu 100%,
bei einer Gesamtheilungsrate von 90%. Die Prognose von Tumoren mit primérer oder
erworbener Cisplatin-Resistenz ist deutlich schlechter (Schmoll et al. 2006), was die
iiberragende Stellung des Cisplatin in der Therapie der Hodentumoren unterstreicht.

Gemil3 Empfehlung der European Germ Cell Cancer Consensus Group wird aktuell eine
Kombinationschemotherapie bestehend aus Cisplatin (i. d. R. 20 mg/m2 i. v. als 30 min-
Infusion d 1 bis d 5), Etoposid (100 mg/m?2 i. v. als 1 h-Infusion d 1 bis d 5) und Bleomycin (30
mg i. v. als Bolus d 1, d 8, d 15) als primire Therapie des metastasierten testikuldren
Keimzelltumors angewandt; fiir Patienten mit guter Prognose werden 3 Zyklen
Kombinationschemotherapie empfohlen, Patienten mit intermediérer bzw. schlechter Prognose
sollten mit vier Zyklen behandelt werden. Liegen Kontraindikationen gegen Bleomycin vor,
konnen alternativ bei guter Prognose vier Zyklen Cisplatin und Etoposid bzw. bei mittlerer und
schlechter Prognose vier Zyklen PEI (CDDP, Etoposid, Ifosfamid) eingesetzt werden (Schmoll
et al. 20006).

1.2. Cisplatin
Bereits Mitte des neunzehnten Jahrhunderts erstmalig synthetisiert, entdeckte Rosenberg 1965
die zytotoxische Wirkung des Cis-Diamino-Dichlorplatins (Cisplatin/CDDP) zunichst auf
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Escherichia coli. Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte die Untersuchung der antiproliferativen

Wirkung auf Tumorzellen.

Cl.,  NH;

Pt
cl”” “SNH,

Abb. 2: Cisplatin (Cis-diamino-dichlor-Platin, CDDP)

Diese konnte in zahlreichen Tumorentititen (Malignome von Blase, Ovar, Hoden sowie
Malignome im Kopf-Hals-Bereich) nachgewiesen werden, was zum klinischen Einsatz des
Cisplatins fiir die zytostatische Chemotherapie gefiihrt hat (Sarna et al. 1980).

Die Wirkung des Cisplatin besteht in der Ausbildung von Intrastrang- und Interstrang -Lasionen
durch Bindung an den Imidazolring der Purinbasen der DNA und einer daraus resultierenden
Hemmung der Transkription der DNA mit der Folge der Hemmung der Zellteilung (Jordan and
Carmo-Fonseca 2000). Insgesamt geht allerdings nur ca. 1 % des intrazelluldren Cisplatins
Bindungen mit der genomischen DNA ein (Bose 2002).

Dabei lassen sich 1,2-intrastrand d(GpG) cross-links (zwischen benachbarten Guaninen an der
N’-Position) in ca. 50-65% und 1,2-intrastrand d(ApG) cross-links (zwischen Adenin und
benachbartem Guanin in 5’ zu 3’-Richtung) in ca. 25% nachweisen. Weniger als 10% der
nachweisbaren Bindungen sind 1,3-intrastrand d(GpNpG) cross-links, interstrand cross-links
und DNA-Pt-Protein cross-links (Pizarro and Sadler 2009).

Der iiberwiegende Anteil des intrazelluliren Cisplatin platiniert meist im Sinne
monofunktioneller Addukte andere intrazelluldre Strukturen wie mitochondriale DNA, RNA,
Membranphospholipide, Membranphosphatidylserine der Zellmembranen und Mikrofilamente
des Zytoskelettes. Der Stellenwert der Platinierung dieser anderen Zielstrukturen fiir die
Apoptoseinduktion ist bislang nicht geklért.

Die Aufnahme von Cisplatin in die Zelle erfolgt vorwiegend passiv durch Diffusion durch die
Zellmembran sowie in geringerem Anteil aktiv mittels energieabhingiger Transportersysteme
und erleichterter Diffusion durch Porenproteine in der Zellwand. Dabei spielt der Natrium-
Gradient an der Zellmembran, aufgebaut durch die Na-K-ATPase, eine wichtige Rolle (Hall et
al. 2008).

Durch Dissoziation der Chlorid-lonen des Cisplatinmolekiils nach Aufnahme in die Zellen
entsteht intrazelluldr ein elektrophiles Molekiil, das Bindungen mit DNA- und Proteinen eingeht

und u.a. zu apoptoseinduzierenden DNA-Schéden fiihrt.
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Abb. 3: Aufnahme und Aktivierung von Cisplatin (mod. nach Voigt
(Voigt 2006))

Ein moglicher Weg zur Inaktivierung des Cisplatins erfolgt durch Reaktion mit
zytoplasmatischen schwefelhaltigen Verbindungen wie Glutathion und Metallothioninen
(Gately and Howell 1993; Koberle et al. 1999).

Pharmakokinetisch erfolgt nach intravendser Gabe zu 90% die Bindung an Plasmaeiweif3.
Weiter unterliegt Cisplatin einer biphasischen Eliminationskinetik mit einer kurzen initialen und
einer verzogerten terminalen Elimination mit vorwiegend renaler Ausscheidung (Voigt 2006).
Hauptnebenwirkungen des Cisplatins sind das ausgepriagte emetogene Potential sowie Nephro-
und Ototoxizitdt und eine Myelotoxizitdt, die sich in einer trilineéiren Panzytopenie im
Anschluss an die Chemotherapie zeigt.

In der klinischen Anwendung des Cisplatins ist die obligate prophylaktische Gabe eines
Neurokinin  1-Rezeptor-Antagonisten als antiemetische Prophylaxe etabliert; eine
Hyperhydrierung sowie die forcierte Diurese zur Nephroprotektion mittels Mannitol bzw.
Furosemid ist fester Bestandteil jeder Chemotherapie mit Cisplatin (Schmoll et al. 2006; Rabik
and Dolan 2007). Auch wenn deutliche Verbesserungen in der Supportivtherapie den klinischen
Einsatz des Cisplatins sicherer und besser durchfiihrbar gemacht haben, besteht dennoch das
Risiko des Therapieabbruchs aufgrund der ausgeprdgten unerwiinschten Arzneimittelreaktionen
und somit eine nicht optimale Behandlung von Patienten mit testikuldren Keimzelltumoren
(Jordan K. 2007).

Ein wesentliches Problem in der kurativen Therapie von Keimzelltumoren stellt u.a. die
Entwicklung einer Cisplatinresistenz dar. Dies fiihrt zu einer erheblichen Verschlechterung der
kurativen Chance der meist jungen Ménner mit Keimzelltumoren. Um dies zu verbessern,
wurden u.a. neue Platinderivate mit zum Teil fehlender Kreuzresistenz gegeniiber Cisplatin

entwickelt.
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1.3. Cisplatin-Resistenzmechanismen

Einen Uberblick iiber die verschiedenen Resistenzmechanismen vermittelt Abb.4.

extrazellulares

Cisplatin
gesteigerter Efflux —pm= [—— Aufnahmedefekt

intrazellulares
Cisplatin

ll_ erhohte Inaktivierung

DNA-Cisplatin-Addukt

|

Schadens-Erkennung

1
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k-ras Uberexpression/Mutation

verminderte Caspaseaktivitat MAPK-Deregulation

gesteigerte DNA-Reparatur erhohte DNA-Schadenstoleranz

gesteigerter
replikativer Bypass

Abb. 4 : intra- und extranukledre Mechanismen von Cisplatinresistenz (mod. nach Voigt 2006)

1.3.1.  Nukleotid-Exzisions-Reparatur

In Keimzelltumoren konnte in vitro ein Mangel an ERCCI1 (excision repair cross-
complementation group 1) und XPF (xeroderma pigmentosum complementation group F)
nachgewiesen werden (Welsh et al. 2004).

Diese Proteine sind verantwortlich fiir die Reparatur von DNA-Schéaden, wie sie z.B. durch
Cisplatinverbindungen verursacht werden. Dabei werden DNA-Lédsionen, die zu
Strukturverdnderungen und Replikations- und Transkriptionsstorungen fiihren, zunéchst
markiert und in Folge durch ein Dimer aus ERCC1 und XPF exzidiert. Die DNA-Polymerase
resynthetisiert die fehlende DNA-Sequenz; die urspriingliche Struktur der DNA wird somit
wiederhergestellt.

Liegt ein Mangel an ERCC1 und XPF vor, wie in cisplatinsensiblen Keimzelltumoren
nachgewiesen, findet die DNA-Reparatur nicht statt, es kommt zur Apoptose der Tumorzelle

durch die durch Cisplatin induzierten DNA-Schiden (Koberle et al. 1999; Welsh et al. 2004).
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Dies wird als eine Erklarung fiir die gute Cisplatinsensitivitit von Keimzelltumoren angesehen.
Besteht kein Mangel an ERCC1 und XPF laufen die beschriebenen Reparaturvorginge ab; die

Tumorzelle umgeht die Apoptoseinduktion, Resistenz gegen Cisplatin tritt auf.

1.3.2.  Mismatch Repair Pathway (MMR)

Dieses System beschreibt einen Mechanismus, der ebenfalls in der Lage ist, DNA-Schiaden zu
erkennen und zu reparieren. Dabei bindet das so genannte Mut-Protein an unpassende, falsche
Basenpaarungen innerhalb der DNA und markiert diese. Darauthin kommt es zu Ausbildung
eines Komplexes des Mut-Proteins mit einem bislang unbekannten Protein. Dieser Komplex
entfernt die fehlerhafte Sequenz aus dem DNA-Strang. Durch die DNA-Polymerase erfolgt die
Reparatur der exzidierten Sequenz (Martin et al. 2008).

Schéaden an der DNA, die durch Cisplatin verursacht werden, werden durch das MMR-System
erkannt (Aebi et al. 1996). Cisplatin interagiert aber mit dem MMR-System und verhindert eine
vollstdndige Reparatur des verursachten Schadens, die mitotische Zellteilung wird inhibiert, es
kommt zur Apoptose. Wird die Aktivitit des MMR-Systems erhoht, entstehen mehr DNA-
Briiche, die zur Apoptose fiihren. Ist die Aktivitit des MMR-Systems hingegen vermindert,
verringert sich so auch die Sensitivitdt der Tumorzelle gegeniiber Cisplatin.

Als Ursache einer Resistenz gegen Cisplatin wird auch eine erhdhte Fehlertoleranz im MMR-
System angesehen. Durch mangelnde Erkennung der Cisplatin-DNA-Addukte wird die Mitose
trotz DNA-Schiadigung durch Cisplatin fortgefithrt, es kommt nicht zur Apoptose der

Tumorzelle, also zur Cisplatinresistenz (Martin et al. 2008).

1.3.3.  Metallothionine und Glutathion

Die Sulfurgruppen von intrazelluldirem Glutathion neutralisieren die reaktiven Gruppen des
intrazelluldren Cisplatins nach dessen hydrolytischer Spaltung. Glutathion bildet dadurch mit
Cisplatin weniger toxische und besser wasserldsliche Komplexe, die durch transmembranére
Effluxtransporter (MRP2) aus der Zelle transportiert werden konnen und dadurch eine hohere
Toleranz der Zelle gegeniiber Cisplatin verursachen.

In cisplatinresistenten Tumorzellen konnte eine 13 — 50-fache Konzentration von
intrazelluldirem Glutathion im Vergleich zu cisplatinsensiblen Zelllinien nachgewiesen werden
(Godwin et al. 1992). Ergédnzend zeigt die Erhdhung des intrazelluldiren Glutathions durch
Behandlung der Zellen mit Monoethylglutathionester eine Zunahme der Cisplatinresistenz, eine
Verringerung des Glutathions durch Behandlung der Zellen mit Buthioninsulfoximin eine

Verringerung der Resistenz in vitro (Zhang et al. 2001).

1.3.4.  Effluxmechanismen
Der intrazelluldre Cisplatingehalt steht in direktem Zusammenhang mit seiner zytotoxischen

Wirkung (Gately and Howell 1993). In vitro konnte dieser Zusammenhang wiederholt
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nachgewiesen werden (Andrews and Howell 1990; Perez et al. 1990; Gately and Howell 1993).
Ebenfalls in vitro konnten aktive Effluxmechanismen durch die transmembrandsen
Kupfertransportproteine hCTR1, ATP7A und ATP7B, die die intrazelluldre Akkumulation von
Cisplatin verringern, als Ursache einer Cisplatinresistenz nachgewiesen werden (Fujii et al.
1994; Katano et al. 2002; Kalayda et al. 2008).

Die so genannten ,,Multidrug Resistance Proteins* (MRP) stellen eine Familie von mindestens 6
transmembrandsen Transportproteinen dar. Sie transportieren intrazellulire Zytostatika
gebunden an Glutathion aus der Zelle hinaus und sind damit fiir Resistenzen verantwortlich.
Insbesondere MRP2 ist in der Lage, an Glutathion gebundene lipophile Substanzen sowie auch
im Kotransport mit Glutathion ungeladene Substanzen aus der Zelle zu transportieren und
induziert dadurch eine hohere Cisplatintoleranz durch Verringerung des intrazelluldren

Cisplatingehaltes (Kool et al. 1997; Cui et al. 1999; Borst et al. 2000; Jedlitschky et al. 2006).

1.35.  Oct3/4-Verlust

Zellen eines embryonalen Karzinoms exprimieren den embryonalen Transkriptionsfaktor
Oct3/4, der mit einer hohen Sensibilitidt gegeniiber cisplatinhaltiger Chemotherapie assoziiert
ist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von Oct3/4 durch Differenzierung der
Zellen zur Entwicklung einer Cisplatinresistenz fiihrte.

Es besteht Grund zur Annahme, dass aus einer initial cisplatinsensiblen, Oct3/4 exprimierenden
Zelllinie durch Applikation von Cisplatin cisplatinresistente, Oct3/4 negative Zellen

selektioniert werden kdnnen (Miiller et al. 2006).

1.3.6.  Fehlende Caspase 9-Aktivierung

Die Apoptoseinduktion in cisplatinsensiblen Keimzelltumorzelllinien erfolgt unter anderem
durch Aktivierung der Caspase 9. Im Gegensatz dazu, konnte in cisplatinresistenten
Keimzelltumorzellen ein Ausbleiben der Aktivierung der Caspase 9 nachgewiesen werden.

Eine Inhibition der Caspase 9 in primér cisplatinsensiblen Zellen fiihrt zu einer 3,3-fach hoheren
Toleranz gegeniiber Cisplatin, weshalb Caspase 9 eine wesentliche Rolle in der Entstehung der
Cisplatinresistenz zugeschrieben wird.

Bei Behandlung cisplatinresistenter Zellen fiihrte eine Behandlung mit héheren Cisplatindosen
ebenfalls zu einer Apoptoseinduktion, jedoch ohne Aktivierung der Caspase 9. Dies unterstiitzt
die These einer Caspase 9-unabhingigen Apoptoseinduktion durch hohe Dosen von Cisplatin in

cisplatinresistenten Keimzelltumoren (Miiller et al. 2003).

1.4. Klinische Relevanz und Uberwindungsstrategien
10-30% aller Keimzelltumore weisen eine intrinsische Cisplatinresistenz auf; es entwickelt sich
ein Rezidiv nach Chemotherapie mit Cisplatin. Die Therapie solcher Tumore stellt eine

besondere Herausforderung dar. Der Einsatz der Hochdosischemotherapie kann auch in diesen
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Féllen in 30-50% der Patienten eine Heilung erreichen, fiihrt diese nicht zur Heilung, verbleibt
meist nur der Wechsel auf ein palliatives Therapiekonzept (Mayer et al. 2003).

Die Identifizierung neuer zytostatischer Substanzen zur Behandlung cisplatinresistenter
Keimzelltumore kann die Chance auf Heilung fiir betroffene Patienten verbessern bzw.
aufgrund eines verdnderten Nebenwirkungsprofils die Therapie fiir den Patienten sicherer und

langer durchfiihrbar machen.

1.4.1.  Carriersysteme

Die Erhohung der intrazelluldren Cisplatinkonzentration durch Carriersysteme stellt eine
weitere Strategie zur Uberwindung von Cisplatinresistenz dar. Da die extrazellulire
Konzentration in vivo nicht beliebig erhht werden kann, werden spezifische Carriersysteme
verwendet, die zu einer intrazelluldiren Akkumulation des anhingenden Liganden (hier:
Cisplatin) fiihren.

In vitro konnte fiir eine murine Leukdmiezelllinie ein direkter Zusammenhang zwischen carrier-
vermittelter Aufnahme und Zytotoxizitit bei Behandlung der Zellen mit Cisplatin-
Diaminocyclohexan (DACH) - Konjugaten nachgewiesen werden (Gibbons et al. 1990).

Der Zusammenhang zwischen Cisplatinkonzentration und Zytotoxizitdt konnte auch fiir
cisplatinresistente Ovarialkarzinomzellen mit erworbener Resistenz sowie fiir eine
Kolonkarzinomzelllinie mit intrinsischer Cisplatinresistenz nachgewiesen werden. Durch
Verwendung eines Carriersystems aus Diaminocyclohexan konnte die Cisplatinresistenz in der
cisplatinresistenten ~ Ovarialkarzinomzelllinie =~ iiberwunden  werden, = wogegen  die
Kolonkarzinomzelllinie eine Kreuzresistenz der DACH-Cisplatin-Verbindung zu Cisplatin
aufwies. Schmidt und Chaney schliefen daraus, dass nicht nur die zelluldire Aufnahme durch
Carriersysteme erhoht wird, sondern dass auch andere intrazellulire Mechanismen wie
Inhibierung der Transkription und vermehrte Ausbildung von Interstrangverbindungen der DNA
bzw. Konformationsédnderungen der Substanz-DNA-Verbindungen durch die verwendeten
Komplexe eine Rolle bei der Zytotoxizitidt durch Cisplatinkomplexe spielen (Schmidt and
Chaney 1993).

Auch die Verringerung der Toxizitét einer Therapie mit Cisplatin kann durch Konjugation an
makromolekulare  Liganden erreicht werden. Hierbei sind die Dbeiden N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamid-Konjugate AP-5280 und AP-5346 zu erwdhnen. Fiir AP-5280
wurde in klinischen Phase I-Studien eine Toleranz fiir 10-30-fach héhere Dosen im Vergleich
zu Cisplatin nachgewiesen. Dosislimitierend war in dieser Studie Erbrechen Grad 3 nach CTC.
Typische Cisplatinnebenwirkungen wie Myelosuppression oder Nephrotoxizitidt waren minimal
(Rademaker-Lakhai et al. 2004). Die strukturell dhnliche Substanz AP-5346 konnte in einer
Phase I-Studie ebenfalls deutlich hoher dosiert werden, als Cisplatin. Weitere Untersuchungen

an Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren sowie Ovarialkarzinomrezidiven zeigten 2 partielle
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Remissionen, 1 geringfiigiges Ansprechen sowie 4 stabile Erkrankungen bei insgesamt 16
auswertbaren Patienten. Interessanterweise zeigte sich bei 2 Patienten mit cisplatinresistenten
Ovarialkarzinomrezidiven eine partielle Remission, was die These unterstiitzt, dass
makromolekulare Carrier Resistenzmechanismen in Tumorzellen umgehen kénnen (Kelland

2007).

1.5. Andere Platinverbindungen
Ziel der Entwicklung neuer Platinverbindungen ist eine verbesserte Wirksamkeit, eine
Reduktion der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen sowie die Uberwindung von

Cisplatinresistenzen.

1.5.1.  Oxaliplatin und Carboplatin
Klinische =~ Anwendung finden  bereits  Carboplatin  (cis-Diammin(cyclobutan-1,1-
dicarboxylato)platin(IT)) sowie Oxaliplatin ((cis-1R,2R-Cyclohexandiamino)-oxalatplatin(II)),

die beide geringere bzw. andere unerwiinschte Arzneimittelwirkungen als Cisplatin aufweisen.

H, 0
N O

\ / HN, 0

/Pt\ P{
N o HN” o

2

o

Abb. 5: Oxaliplatin Abb. 6: Carboplatin

Haufig besteht allerdings eine Kreuzresistenz zwischen Carboplatin und Cisplatin. Oxaliplatin
weist klinisch ein deutlich anderes Aktivitdtsspektrum auf und wird u.a in der Therapie des

metastasierten kolorektalen Karzinoms eingesetzt (Pasetto et al. 2006).

Folgende Platinkomplexe befinden sich aktuell in der préklinischen und teilweise auch

klinischen Priifung.

1.5.2.  Picoplatin (AMDA473, ZD0473, JIM473, NX473)

In dieser Verbindung konnte durch Austausch einer der Amingruppen des Cisplatins gegen
einen methylsubstituierten Pyridinring eine sterische Hinderung des Cisplatinmolekiils erreicht
werden. Durch Integration des Pyridinrings wurde eine sterische Abschirmung des
Platinzentrums erreicht, was zu einer verlangsamten intrazelluldren Detoxifikation durch
Metallothionine und Glutathion fiihrt.

Durch Verwendung des Ringsystems wurde die Lipophilie der Substanz erhoht, wodurch eine

enterale Applikation mdglich ist.
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Nach Nachweis einer zytotoxischen Aktivitit in vitro gegen Malignomzelllinien (Plasmozytom,
Leukdmie) (Wong and Giandomenico 1999), die der Aktivitit von CDDP vergleichbar war,
erfolgten klinische Phase I/II-Studien bei Blasen-, Ovarial-, Mamma-, Prostata- und
Bronchialkarzinomen, in der auch in vivo eine antitumorale Aktivitit nachgewiesen werden
konnte (Kostova 2006; Eckardt et al. 2009).

Aktuell wird eine Phase III-Studie zur Wirksamkeit beim kleinzelligen Bronchialkarzinom
durchgefiihrt .

H,N, CI

P
LCNINPZEN

\ 7

Abb. 7: Picoplatin, cis-Ammindichloro(2-methylpyridin)platin(II)

Cl

1.5.3.  Satraplatin (JM216, BMS182751, BMY45594)

Aufgrund der hohen Bestidndigkeit dieses oktahedralen Platin(IV)-Komplexes gegeniiber
Hydrolyse und Ligandensubstitution ist auch dieser Platinkomplex oral verfiigbar.

In praklinischen Evaluierungen lieen sich mindestens 6 Platinkomponenten als Metaboliten der
Ursprungssubstanz nachweisen. Von den nachgewiesenen Metaboliten stellt der Platin(Il)-
Komplex die Substanz mit der grofiten zytotoxischen Aktivitdt dar (Wong and Giandomenico
1999; Choy et al. 2008).

Phase-11-Studien konnten die Wirkung von Satraplatin bei Ovarial-, Kolon-, Mamma-, Zervix-,
Prostata- und kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachweisen (Kelland 2007).

Eine Phase II-Studie zur Therapie des hormonrefraktiren Prostatakarzinoms mit Prednisolon
und Satraplatin ergab eine signifikante Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens durch
Hinzugabe von Satraplatin gegeniiber Prednisolon allein, eine Verldngerung des

Gesamtiiberlebens konnte jedoch nicht erreicht werden (Sternberg 2005).

Abb. 8: Satraplatin, cis-Diacetatoammindichloro(cyclohexylamin)platin(IV)

15.4. BBR3464
BBR3464 ist eine Verbindung von 2 trans-Platineinheiten, die iiber eine aliphatische

Platintetramineinheit verbunden sind.
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Im Vergleich zu CDDP =zeigt sich die Bildung von léngerkettigen Intra- und
Interstrangverbindungen innerhalb der DNA. Diese Lésionen werden durch das NER-System
nicht erkannt, was als Hauptsache fiir die zytotoxische Wirkung von BBR3464 angesehen wird
(Perego et al. 1999; Wong and Giandomenico 1999). Die Apoptoseinduktion erfolgt iiber einen
p53-unabhingigen Weg auch in primér cisplatinresistenten Zelllinien (Pratesi et al. 1999;
Jakupec et al. 2003).

Die klinische Anwendung zeigt divergente FErgebnisse. Bei Pankreas-, Ovarial- und
nichtkleinzelligem Bronchialkarzinomen sowie Melanomen konnte in Phase I/II-Studien eine
Aktivitdt nachgewiesen werden (Kasparkova et al. 2002), in Phase II-Studien bei
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen und bei Magenkarzinomen lie sich keine Wirksamkeit

nachweisen (Jodrell et al. 2004; Hensing et al. 2006).

4+
H, HN, /Cl
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Abb. 9: BBR3464,
trans-{Bis-[trans-diamminchloro-p-(1,6-diaminohexan)platin(Il)]} diamminplatin(II)nitrat

155. Bamet UD2

Durch Kopplung eines Platin(II)-Komplexes an 2 Molekiile Ursodesoxycholsdure wurde die
Substanz Bamet UD2 entwickelt. Diese sogenannte Bamet- (bile acid linked to metal)-
Verbindung weist eine erhohte hepatische Aufnahme sowie durch erneute Absorption im
Rahmen des enterohepatischen Kreislaufs eine verldngerte Verweildauer im Organismus auf.

Im Tiermodell zeigte Bamet UD2 eine Uberwindung einer Cisplatinresistenz sowie eine erhohte
intrazellulire Akkumulation. Durch die Konjugation an Gallenséduren ist eine orale Applikation
moglich, unerwiinschte Nebenwirkungen traten in geringerem MafBie als bei Cisplatin auf

(Dominguez et al. 2001).

CH; CH; R
H,C S
OH
RO, NH,
{
OH RO” “\NH,

Abb. 10: Bamet-UD2, cis-Diamminbis(ursodesoxycholato)platin(IT) ()
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1.6. Synthese der untersuchten Platinverbindungen

Die Synthese von 12 neuen Platinverbindungen, in denen das Cisplatinmolekiil {iber einen

Kohlenstoff-Spacer mit unterschiedlicher Lénge mit einem Tetrahydropyranring verbunden sind

wurde durch die Arbeitsgruppe von Reinhard Paschke des Instituts fiir medizinische Chemie

durchgefiihrt (Abb. 11).

Tosylatlon
Reduktion zu Alkohol

MaN; I\/j\ N=N L|A|H4 Q
I _(CH2111‘< —(CH7)11{
Austausch durch Natriumazid N=N Reduktion zum Amin

(DMSO)PICL

Komplexierung mit Pt

(:I\ _(CH2)11_<: P “‘_THP-1 2

e Y e O
0_(CH2311—<: —(CH2)11—<:

COOC,H,
HC
O\ COCC,Hs COOC,H;
HO—(CHz)q —Br —— = O—(CHy){4—Br 07 TO—{CHa}
. . . COOCHs
Verbindung mit der protektiven Gruppe Malonesterkondensation

OTe

NHz

NH.

Abb. 11: Synthese von THP 12 (Abbildung: Reinhard Paschke)




Einleitung 13

OH

Abb. 12: ChAPt-11, cis-Dichloro[ 13-amino-12-(aminomethyl)tridecylcholato]platin(II)

Zusétzlich erfolgte die Synthese eines Gallensduren-Cisplatinkonjugates, welches primér zur
Ltargeted therapy* des cholangiozelluldren Karzinoms entwickelt und in Folge als ChaPtll
durch die Arbeitsgruppe von Wieland Voigt et al. weiter untersucht wurde.

Es lieBen sich hohe zytotoxische Aktivitdten in Zelllinien von Kopf-Hals-Tumoren sowie von
cholangiozelluldren Karzinomen nachweisen. Aulerdem zeigte sich eine zytotoxische Aktivitit
sowohl in cisplatinresistenten als auch cisplatinsensiblen Keimzelltumorzelllinien (Paschke

2000).

2. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Struktur-Effekt-Analyse von 12 neuen Cisplatinverbindungen THP-1-
12 vom  Dichloro(n-(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)R1)R2-diaminoplatin(I)-Typ  unter
besonderer Beriicksichtigung der Cisplatin-Resistenz im humanen Keimzelltumormodell.

Speziell sollte Folgendes untersucht werden:

1. der Einfluss der Lange der aliphatischen Seitenketten auf das zytotoxische Potential

2. der Einfluss des zur Konjugation der Seitenkette verwendeten Ringsystems auf das
zytotoxische Potential

3. der Einfluss der Bindungsposition (N versus C-Bindung) auf das zytotoxische
Potential

4. Testung der zytotoxischen Aktivitdt im Vergleich zu Cisplatin zum Ausschluss von
Kreuzresistenzen

5. Charakterisierung der Zelltodinduktion und Perturbation des Zellzyklus im
Vergleich zu Cisplatin

Auf dem Boden der erhobenen Daten sollte das optimale Cisplatin-Konjugat fiir die weitere

praklinische Entwicklung identifiziert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material
Die verwendeten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, D), der
Merck KG (Darmstadt, D) oder von Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) bezogen.

Abweichungen der Bezugsquelle sind gesondert angegeben.

3.1.1. Medien und Zuséatze

RPMI-1640 mit L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Pasching, D
DMEM (Low Glucose) mit L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Pasching, D
Fetales Kélberserum (FKS) F Biochrom AG, Berlin, D

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching, D
Dulbeccos PBS ohne Ca2+ und Mg2+ PAA Laboratories GmbH, Pasching, D
Trypsin-EDTA 0,05 %/0,02 % PAA Laboratories GmbH, Pasching, D

3.1.2.  Zytostatika und untersuchte Platinverbindungen

CDDP cis-Diammindichloroplatin(II) Sigma-Aldrich 20 mM (in DMF)
THP 1-12 siche Tabelle Paschke et al. 20 mM (in DMF)
ChaPt 11 cis-Dichloro[13-amino-12- Paschke etal. 20 mM (in DMF)

(aminomethyl)tridecylcholato]
platin(II)

Die zu testenden Platinverbindungen sind in Abbildung 11 aufgefiihrt.

Die Substanzen 1-4 bestehen aus dem Cisplatingrundgeriist, das iiber ein Ethanmolekiil zu
einem Ring geschlossen wird. Am 4’-Stickstoffatom befindet sich eine aliphatische Seitenkette
mit 4, 6, 8 oder 10 Kohlenstoffatomen.

Bei den Substanzen 5-8 ist das Cisplatinmolekiil durch eine Propangruppe in ein Ringsystem
eingebunden.

Die Bindungsstelle fiir die aliphatische Seitenkette mit 4, 6, 8 oder 10 Kohlenstoffatomen
dieser 4 Substanzen befindet sich am N'- Kohlenstoffatom.

Die Substanzen 9-12 bestehen wie die Substanzen 5-8 aus Cisplatin in einem Propan-Cisplatin-
Ring. Allerdings sind die aliphatischen Seitenketten am 2 -Kohlenstoffatom gebunden.

Als dreizehnte Substanz wurde ein Konjugat von Cisplatin an Gallensadure (Cholic acid linked to

Cisplatin, ChaPt11) untersucht.
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cis-Dichloro(N!-{n-[(tetrabydro-2H-pyran-2-vijoxy] Allky I} ethan-1,2-diamino)ypla tindII)
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Abb. 13: THP-1 bis THP-12,
cis-Dichloro(m- {n-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy]Alkyl1} Alkyl2-

diamino)platin(Il)-Verbindungen (); Alkyll -butyl/-hexyl/-octyl/-undecy];

Alkyl2 -ethan/-propan

3.1.3.  Reagenzien SRB-Zytotoxizitats-Assay:
Essigséure 1 % (in A. dest.)

Sulforhodamin B (SRB)-Losung 0,4 % (in Essigsdure 1 %)
Trichloressigsdure (TCA) 10 % (in A. dest.)

Tris-HC1 10 mM pH 10,0 (in A. dest.)

3.1.4. Reagenzien Zellzyklus-Analyse:

Ethanol 70 %

Férbe-Puffer:

- FKS2 %

- Natriumazid 0,01 % (in PBS)

Propidiumiodid (PI) 1 mg/ml (in A. dest.)

RNAse A 1 mg/ml (in PBS) Sigma-Aldrich
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3.15.
Agarose (Seakem LE)
DNA-Beladungs-Puffer (6 x) R0611
DNA-Lyse-Puffer:

-EDTA 20 mM

- Sodiumdodecylsulfat (SDS) 0,8 %

- Tris-HCI 100 mM pH 8,0 (in A. dest.)
Ethidiumbromid (EB) 10 mg/ml (in PBS)
Proteinase K 20 mg/ml (in PBS)

RNAse A 10 mg/ml (in PBS)
TAE-Puffer:

- EDTA 1 mM pH 8,3

- Essigsdure 20 mM

- Tris-HCI 40 mM (in A. dest.)

3.1.6.
Ethanol 70 %

Férbe-Puffer:

-FKS 2 %

- Natriumazid 0,01 % (in PBS)
Propidiumiodid (PI) 1 mg/ml (in A. dest.)
Ribonuklease A (RNAse A) 1 mg/ml (in PBS)

Reagenzien Zellzyklus-Analyse:

3.2. Geréte und Verbrauchsmittel
FACSCalibur (CellQuest Software)
Gelelektrophorese-Apparatur Sub-Cell GT
Thermoblock Uno II Biometra
Transilluminator Bio Doc Analyze
Mikroskope:

- Axiovert 25 CA

- Axiovert 40 CFL

Plattenlesegerét:
- Spectra Rainbow SLT
Plattenwascher PW96 SLT

Reagenzien DNA-Fragmentierungs-Assay:

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
MBI Fermentas GmbH, Leon-Roth, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Bio-Rad Laboratories GmbH,Miinchen, D
Biotron Biomed.Analytik GmbH, Géttingen, D
Biotron Biomed.Analytik GmbH, Géttingen, D

Carl Zeiss AG, Jena, D

Carl Zeiss AG, Jena, D

Tecan Lablnstruments GmbH, Crailsheim, D

Tecan Lablnstruments GmbH, Crailsheim, D
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Zentrifugen:
- Biofuge fresco Heraeus Instruments, Hanau, D
- Labofuge 400 Heraeus Instruments, Hanau, D

3.3. Zelllinien

Die Untersuchungen erfolgten an zwei humanen Keimzelltumorzelllinien.

Zum einen die Zelllinie H12.1 (gemischtzelliger testikuldrerer Keimzelltumor mit Anteilen von
Seminom, Chorionkarzinom, embryonalem Karzinom und Teratom) (Casper et al. 1987), zum
anderen die Zelllinie 1411HP (gemischtzelliger Keimzelltumor mit Anteilen von embryonalem
Karzinom, Teratom und Dottersacktumor, im Xenograftmodell auch Anteile von unreifem
Teratom und spermatozytische Riesenzellen) (Vogelzang et al. 1985).

Bei der Zelllinie 1411HP liegt eine intrinsische Cisplatinresistenz vor (Vogelzang et al. 1985),
H12.1 ist cisplatinsensibel (Casper et al. 1987).

Beide Zelllinien wachsen adhdrent auf dem Boden des Kulturgefales.

3.4. Methoden

3.4.1.  Zellkultur

Die Tumorzelllinien H12.1 und 1411HP wurden in RPMI 1640-Medium unter Zugabe von 10%
FKS und 1% Streptomycin/Penicillin in Zellkulturflaschen im Brutschrank (37°C, 5%CO,)
kultiviert.

Fiir die Dauer einer Versuchsreihe wurde jeweils eine vorher hergestellte Charge des
Nahrmediums benutzt, um die Vergleichbarkeit iiber die gesamte Dauer der Versuchsreihe zu
gewihrleisten.

Der Wechsel des Ndhrmediums erfolgte bedarfsgemaf3 téglich; bei Erreichen von 90-100 %
Konfluenz (in der Regel nach 2 Tagen) wurden die Zelllinien passagiert. Dazu erfolgte die
Spiilung der Zellschicht mit FKS-freiem RPMI1640-Medium, danach die Ablosung der Zellen
vom Boden der Zellkulturflasche mit 1 ml Trypsinlosung. Die Zellzahl pro Milliliter wurde in
der Neugebauer-Zihlkammer mikroskopisch ermittelt und dann die entsprechende Menge
Zellsuspension in die neue Flasche eingebracht (2 Mio. Zellen fiir H12.1 und 1411HP). Die
verbleibende Zellsuspension stand fiir die Zytotoxizitétsassays zur Verfiigung.
Lichtmikroskopisch erfolgte die tégliche Kontrolle des Zellwachstums sowie der Zelldichte in

den Kulturflaschen.

3.4.2.  Testsubstanzen und Verdiinnungsreihen
Die Cisplatinkonjugate THP-1-12 wurden in DMF gelost und als Stammldsung mit 20mM bei

4 °C gelagert. Zur Herstellung der Substanzverdiinnungen wurden entsprechende Volumina der
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Stammlosung in Kulturmedium aufgenommen. Eine komplette Verdiinnungsreihe bestand aus

folgenden Konzentrationen:

100uM, 30uM, 10uM, 3uM, 1uM, 0,3uM, 0,1uM, 0,03uM und 0,01 uM.

3.4.3.  Zytotoxizitats-Testung

Die Kultur und Behandlung der Zellen zur Zytotoxizititsmessung erfolgte in 96-Loch-Platten.
Durch zuvor durchgefiihrte Wachstumskinetiken wurde diejenige Zellzahl ermittelt, fiir die ein
exponentielles Zellwachstum iiber den gesamten Versuchszeitraum vorlagt. Pro Kultur-Loch
waren dies 3000 Zellen der Zelllinie H12.1 bzw. 8000 Zellen der Zelllinie 1411HP.

Die erste und letzte Lochreihe der Platten diente als Blank und wurde nur mit 100 pl RPMI-
Medium ohne Zellen befiillt; die Reihen 2-11 mit jeweils 100 pl der Zellsuspension gefiillt.

Das Bestiickungsschema einer Mikrotiter-Platte zeigt Abbildung 14.
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Abb. 14: Bestiickungsschema der Mikrotiterplatte

Nach 24 h Anwachsphase wurden 100 pul Wachstumsmedium je Loch entweder ohne Substanz
(Kontrolle) oder einer entsprechenden Konzentration der Testsubstanzverdiinnungsreihe mit
einer 8-Kanal-Pipette hinzugefiigt. Das Gesamtvolumen pro Kulturloch betrug damit einheitlich
200 pl. Die Inkubationszeit mit den Testsubstanzen betrug 96 h.

Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde das Nahrmedium dekantiert, das zelluldre Protein

mit TCA 10% fixiert und die Platten bei 4°C gelagert.

3.4.4.  Sulforhodamin B-Zytotoxizitats-Assay

Der Sulforhodamine B-Assay zur colorimetrischen Quantifizierung der Zytotoxizitit basiert auf
der Bindung des Farbstoffes Sulforhodamine B an basische Aminoséuren zelluldrer Proteine in
saurem Milieu nach Fixierung mit TCA 10% und einer Dissoziation des Farbstoffes in basischer

Umgebung. Es besteht eine lineare Beziechung zwischen der gemessenen optischen Dichte des
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gelosten Farbstoffes in der Mikrotiterplatte bei 570 nM Wellenlédnge und dem Proteingehalt der
Probe und damit der Zellzahl (Skehan et al. 1990; Voigt 2005).

In der praktischen Durchfiihrung wurde dabei zunéchst entsprechend der Beschreibung von
Voigt aus den 96-Loch-Platten TCA und eventueller Riickstand abgestorbener Zellen durch 5
Waschzyklen mit Aqua dest. in einem Plattenwaschgerét entfernt. Danach wurden 100l SRB-
Férbelosung 0,4 % (w/v) in 1 % Essigsdure aufgebracht und die Platten fiir 1 Stunde inkubiert.
AnschlieBend erfolgten 5 Waschdurchgénge mit jeweils 100ul Essigsdure 1%, durch die nicht
an Proteine gebundene Farbstoffreste entfernt wurden. Nach ausreichender Trocknung der
Mikrotiterplatten konnte der an zelluldre Proteine gebundene SRB-Farbstoff mit Tris-Puffer
gelost werden; der Farbstoffgehalt des Tris-Puffers nach Losung korreliert mit dem Anteil der
fixierten Zellen im Well (Skehan et al. 1990).

Die photometrische Messung der optischen Dichte erfolgte im Elisa-Reader bei einer
Wellenldnge von 570 nm.

Die Daten-Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel mit Hilfe eines entwickelten Spread-
Sheets. Dabei wurde zunéchst fiir jede Reihe bestehend aus den 8 identisch befiillten Wells ein
arithmetischer Mittelwert errechnet. AbschlieBend wurde dann aus drei unabhédngigen
Versuchen ein Mittelwert je Datenpunkt mit Standardabweichung errechnet.

Die Erstellung der Graphiken und Errechnung der IC50-Konzentration, also der Konzentration
der Substanz, die zu einer Reduktion des Zellwachstums um 50% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle fithrte, erfolgte mithilfe des Computerprogramms SigmaPlot auf Basis
der Hill-Gleichung.

Diese nimmt einen sigmoiden Kurvenverlauf einer Dosiswirkungskurve an. Sie beschreibt den
Kurvenverlauf mathematisch exakt unter Angabe der Konzentration eines Arzneimittels A und

dem ausgelosten Effekt E auf der Basis des maximalen Effekts E,..

Hill-Gleichung:

E/Ena= [A]'([Also"+ [A]")
E: Effekt

Ena.  maximaler Effekt

Medikament A

>

[A]:  Konzentration des Medikamentes A
h: Hill-Koeffizient
[Also. Konzentration des Medikamentes A, das 50% des maximalen Effektes E,.. hervorruft

(entspricht dem IC50)

Aus den fiir jede Versuchsreihe bestimmten IC50-Werten wurden mithilfe von Microsoft Excel

der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet.
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3.5. Zellzyklusanalysen mittels Durchflusszytometrie

Die verwendete Methode zur Quantifizierung der Zellzyklusfraktionen basierte auf der
durchflusszytometrischen Bestimmung des DNA-Gehalts von Einzelzellen durch DNA-Farbung
mittels Propidium-Iodid.

Dazu wurden jeweils die Zelllinien 1411HP und H12.1 mit der definierten IC90-Konzentration
von Cisplatin (CDDP) und THP-12 entsprechend 30 uM CDDP bzw. 2,5 uM THP-12 fiir die
Zelllinie H12.1 sowie 100uM CDDP und 2,5 uM THP-12 fiir die Zelllinie 1411HP behandelt.
Adhérente Zellen wurden nach 8h, 24h, 48h und 72 h durch Trypsinierung vom Boden der
Kulturflasche gelost. Unbehandelte Kontrollen wurden 8h und 24h nach Beginn der Behandlung
gewonnen. Fiir die Analyse wurden sowohl die gelosten adhédrenten Zellen als auch die
flottierenden Zellen aus dem Uberstand der Kulturflasche verwendet.

Es erfolgte im Anschluss die Zentrifugation der Zellsuspension (5 min, 1300 U/min,
Raumtemperatur) sowie eine erneute Suspension in PBS zur Reinigung der Zellen. Nach
nochmaliger Zentrifugation wurden die Zellen mit 2ml 70% Ethanol bei 4°C fiir mindestens 1h
fixiert.

Nach erneuter Pelletierung (1500 U/min, Smin, RT) und anschlieBender Suspension mit 2 ml
Férbepuffer (siche 2.1.4) wurden die Zellen mit 80ul 1mg/ml RNAse fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit Propidiumiodid 1mg/ml (20pg pro 1 ml
Farbepuffer) unter Lichtausschluss bei 37°C fiir 30 Minuten. Die Analyse des DNA-Gehaltes
der behandelten Zellen erfolgte mittels durchflusszytometrischer Messung der
Fluoreszenzintensitit am Durchflusszytometer (FACSCalibur, BD) mit einer minimalen
Zellzahl von 10.000 Zellen pro Messung. Dabei korreliert die gemessene Floureszenzintensitit
mit dem DNA-Gehalt der untersuchten Probe.

Die Zuordnung der untersuchten Zellen zur jeweiligen Zellzyklusphase ergibt sich aus dem
unterschiedlichen DNA-Gehalt der Zelle wéihrend des Zellteilungszyklus (GO und G1-Phase:
2n, S, G2-und M-Phase: 4n). Apoptotische Zellen zeigen aufgrund einer Fragmentierung der
DNA nach Einleitung der Apoptose eine Abnahme des DNA-Gehaltes und es wird ein
sogenannter SubG1-Peak nachweisbar.

Zur Kalibrierung der Methode und Zuordnung der Peaks ist im Vorfeld ein Test mit
Hiihnererythrozyten durchgefiihrt worden.

Die Quantifizierung der Zellzylus-Phasen erfolgte mittels CellQuest (Becton Dickenson).

3.6. DNA-Fragmentierungsnachweis

Zum Nachweis von Apoptose mittels DNA-Fragmentierung-Assay wurden die Zelllinien H12.1
und 1411HP mit THP12 bzw. Cisplatin tiber 96h mit 3uM CDDP bzw. 2,5 uM THP12 fiir die
Zelllinie H12.1 und fiir die Zelllinie 141 1HP mit 10pM CDDP bzw. 2,5 uM THP12 inkubiert.
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Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die flottierenden Zellen entnommen, mit PBS
gewaschen und bei 1300 Umdrehungen/min 5 min zentrifugiert.

Im Anschluss erfolgte die Lyse der DNA mittels DNA-Lyse-Puffer (je 40 pl pro 1 Million
Zellen) fiir 20 min auf Eis sowie der RNA durch Behandlung mit 10 mg/ml RNAse A (je 15 ul
pro 1 Million Zellen) bei 37 °C fiir 2 h und der Proteine durch Behandlung mit 20 mg/ml
Proteinase K (je 15 pl pro 1 Million Zellen) bei 50 °C iiber Nacht (Thermoblock Uno II).

Die Auftrennung der Proben erfolgte nach Hinzugabe von DNA-Beladungspuffer in einem
zweiprozentigen Agarose-Gel in TAE-Puffer bei 100V (SubCell GT). Die Visualisierung
erfolgte durch Inkubation des Gels in 0,5ug/ml Ethidiumbromidlosung fiir 30 min, einem
Waschschritt fiir 20 min mit Aqua dest. sowie anschlieBender Auswertung mittels UV-Licht

(Transilluminator BioDoc Analyze).

3.7. Statistik
3.7.1.  SRB-Assay

Die mathematische Berechnung der IC50-Werte der Einzelversuche erfolgte mit Hilfe des
Programmes SigmaPlot auf der Basis der Hill-Gleichung. Aus den IC50-Werten von mindestens
3 unabhéngig durchgefiihrten Versuchsreihen wurde die Berechnung des Mittelwertes und der
Standardabweichung mit Hilfe von Microsoft Excel durchgefihrt.

Unterschiede von 1C50-Werten der einzelnen Platin-Konjugate wurden mithilfe des Student’s

T-Test auf Signifikanz untersucht.

3.7.2.  Zellzyklusanalysen

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden jeweils drei Mal durchgefiihrt. Mit Hilfe
von Microsoft Excel wurde die Berechnung des Mittelwertes sowie der Standardabweichung
durchgefiihrt.
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4, Ergebnisse

Lichtmikroskopisch ldsst sich die zytotoxische Wirkung durch vermehrtes Auftreten
flottierender Zellen feststellen. Durch Absterben der Zellen am Boden des Kulturgefaf3es
verlieren diese ihre adhdrenten Wachstumseigenschaften, was unter dem Mikroskop durch
vermehrtes Auftreten von Zellen im Uberstand sichtbar wurde. In Abbildung 15 zeigt sich nach
Behandlung der Zelllinien H12.1 (Cisplatin-sensibel) und 1411 HP (Cisplatin-resistent) mit
dquimolaren Dosen an Cisplatin deutlich der Unterschied in ihrer Sensitivitit gegeniiber
Cisplatin. Erst nach einer Verdreifachung der Konzentration auf 10uM CDDP ist ein dhnliches
Verhalten der Zelllinie 1411 HP im Vergleich zur Zelllinie H12.1 zu beobachten (Abb.15).

H12.1

v

v

\ 10 pM

Abb. 15: Bildung von flottierenden Zellen bei
Behandlung mit 1C90-Konzentrationen von CDDP

v

Die Charakterisierung der Testsubstanzen unter dem Aspekt der Kohlenstoff-Spacer-Linge,
dem Einfluss des Ringsystems sowie der Art der Kopplung fanden an beiden verwendeten

Zelllinien parallel statt und werden im Folgenden gegliedert nach diesen Aspekten dargestellt.

4.1 Einfluss des Ringsystems:

Die Substanzen THP 1-4 enthalten Cisplatin in Verbindung mit einer Ethyl-Gruppe, die
Substanzen 5-12 auf der Basis eines Propylgruppe (siehe Abb. 11, Material und Methoden).

Um den Einfluss des unterschiedlichen Ringsystems auf die zytotoxische Wirkung der
Substanzen zu untersuchen, wurden die Zelllinien H12.1 und 1411HP mit diesen Substanzen
inkubiert und die zytotoxischen Effekte mit dem SRB-Assay analysiert. Im Folgenden sind die
Versuche nach Zelllinie gegliedert aufgefiihrt.
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411 Hi121

Vergleicht man die iiber eine Butylgruppe konjugierten Substanzen THP 1 und 5 stellen sich
keine signifikant unterschiedlichen IC50-Werte dar (p=0,36).

Fiir Substanzen mit 6 Kohlenstoffatomen (THP 2 und 6) ergeben sich IC50-Werte von 12,96uM
und 10,6 uM/1 ; eine Signifikanz wird nicht erreicht (p= 0,36).

Fiir THP 3 und 7 (jeweils 8 Kohlenstoffatome) ergibt sich ein signifikant niedrigerer IC50 fiir
THP 7 im Vergleich zu THP 3 (p=0,01).

Fir THP 4 und 8 liegt die IC50-Konzentration fiir THP 8 zwar tendenziell niedriger,
Signifikanz wird aber nicht erreicht (p=0,06).

Der horizontale Vergleich der Substanzen mit jeweils gleicher Seitenkettenldnge zeigt
iiberwiegend einen geringeren IC50-Wert fiir Substanzen (und somit eine hdhere zytotoxische
Aktivitdt), bei denen die Stickstoffatome des Cisplatinmolekiils mit einem Propanmolekiil
verbunden sind.

Aufgrund der Bindung der Seitenkette am Kohlenstoffatom der Propylgruppe kann ein
Vergleich mit den Substanzen THP 9-12 hier nicht angestellt werden.

412, 1411HP

Fiir die Zelllinie 141 1HP konnen keine eindeutigen Unterschiede der Zytotoxizitit in Bezug auf
das verwendete Ringsystem festgestellt werden.

Im Vergleich von THP 1 und 5 (4 Kohlenstoffatome der Seitenkette) ergibt sich fiir die Zelllinie
1411HP ein signifikant niedriger IC50-Wert fiir THP 5 (p=0,006) im Vergleich zu THP 1.

Im Vergleich von THP 2 und 6 (Seitenketten jeweils mit 6 Kohlenstoffatomen), ist tendenziell
ein niedrigerer IC50 fiir THP 6 erkennbar, allerdings sind keine signifikanten Unterschiede
nachweisbar (p=0,053 ).

THP 3 und 7 (Seitenkette mit 8 Kohlenstoffatomen) weisen signifikante Unterschiede der
Toxizitdt zugunsten von THP 7 (Propylgruppe) in Abhéngigkeit vom verwendeten
ringbildenden Molekiil auf (p=0,0005).

Die Substanzen mit 10 Kohlenstoffatomen der Seitenkette, THP 4 und 8 weisen in Bezug auf

die verwendete Propyl- oder Ethylgruppe keine signifikanten Unterschiede auf.
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Abb. 16: IC50 H12.1
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Abb. 17: IC50 1411HP

Hierbei wird deutlich, dass Substanzen gleicher Seitenkettenldnge Unterschiede in ihrer
zytotoxischen Aktivitdt in Abhéngigkeit vom verwendeten Ethyl- oder Propylgruppe aufweisen.
Die Substanzen mit Propylgruppe im Ringsystem zeigen insgesamt eine hdhere Zytotoxizitit im

Vergleich mit den Substanzen, die iiber eine Ethylgruppe verfligen.

4.2. Einfluss der Bindungsstelle am Ringsystem

Um den Einfluss der Bindungsstelle am Ringssystem auf die zytotoxische Aktivitit der
einzelnen Cisplatin-Konjugate zu testen, wurden die Zelllinien H12.1 und 1411HP mit den
jeweils korrespondierenden Cisplatin-Konjugaten inkubiert. Die Ergebnisse sind fiir die

verwendeten Zelllinien erneut getrennt dargestellt.
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421, Hiz21

Verglichen wurden die Substanzen mit Bindung der aliphatischen Seitenkette an das N!-
Kohlenstoffatom (Substanz THP 5,6,7,8) mit den Substanzen mit Bindung der aliphatischen
Seitenkette am 2’-Kohlenstoffatom der Propylgruppe (Substanz THP 9,10,11,12). Es konnte
insgesamt in der Zelllinie HI12.1 eine hohere zytotoxische Aktivitdt fiir die Substanzen
9,10,11,12, bei denen die aliphatische Seitenkette am 2’-Kohlenstoffatom der Propylgruppe
konjugiert ist, nachgewiesen werden.

Fin statistisch signifikanter Unterschied des IC50 lésst sich hierbei allerdings nur fiir THP 8 und
12 (p=0,0006) nachweisen.

Tabelle 1: Einfluss des Bindungsatoms zum Cisplatinmolekiil/H12.1

Seitenkettenlange [ Substanz | IC50 Substanz | IC50

4 5 12,2 9 9,23 [n.s.

6 6 10,6 10 13,86 | n.s.

8 7 6,7 11 4,21 n.s.

10 8 3,5 12 1,08 | p=0,0006
Bindung am N'-Stickstoffatom
Bindung am 2°-Kohlenstoffatom

422. 1411HP

Fiir die Zelllinie 1411HP lassen sich signifikante Unterschiede der Zytotoxizitét fiir THP 5 und
9 sowie fiir THP 8 und 12 nachweisen (p= 0,03 bzw. p=0,002). Hierbei zeigt sich ein signifikant
niedrigerer IC50-Wert fiir THP 12 im Vergleich zu THP 8 (p=0,002). Bei THP 5 und 9 besteht
jedoch ein signifikant niedrigerer IC50 fiir die butylgruppen-konjugierte Substanz 5. Hierbei
fallt jedoch der deutlich hohere IC50-Wert fir THP 9 auf, der auf eine nahezu fehlende
Wirksamkeit der Substanz in der Zelllinie 1411HP hinweist.

Tabelle 2: Einfluss des Bindungsatoms zum Cisplatinmolekiil/1411HP

C-Atome Substanz | IC50 Substanz |IC50
4 5 11,9 9 45,2 |p=0,03
6 6 8,1 10 12,9 n.s.
8 7 4.5 11 3,7|n.s.
10 8 3,6 12 0,7 | p=0,002

Bindung am N'-Stickstoffatom
Bindung am 2°-Kohlenstoffatom
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4.3. Einfluss der Lange der Seitenkette

43.1. Hiz21

Mit zunehmender Lénge der Alkylkettenspacer-Liange der Platinkonjugate sinkt der IC50-Wert
der Substanzen mit Propylgruppe fiir die Zelllinie H12.1.

Fiir die Substanzen mit Ethylgruppe ist dieser Zusammenhang in der Zelllinie H12.1 nicht
nachweisbar.

Innerhalb der jeweiligen Gruppe mit gleicher Bindungsstelle am Cisplatinmolekiil zeigt sich
eine Zunahme der Zytotoxizitit (entsprechend einem geringeren IC50-Wert) in Abhéngigkeit
von der Anzahl der Kohlenstoffatome der aliphatischen Seitenkette.

Signifikanz erreichen die Vergleiche von THP 1 zu THP 3 (p=0,02), THP 5 zu THP 7 (p=0,03)
und THP 8 (p=0,003) sowie THP 9 zu THP 11 (p=0,02) und THP 12 (p=0,01).

Dabei ergibt sich jeweils ein niedrigerer IC50-Wert fiir die Verbindungen mit ldngerer

Seitenkette.

43.2. 1411HP

Auch fiir die Zelllinie 1411HP lassen sich sinkende IC50-Werte mit Zunahme der Linge der
Seitenkette nachweisen. Fiir Substanzen mit Propylgruppe zeigt sich mit Ausnahme des
Vergleichs von THP 5 und 6 ein signifikanter Unterschied.

Eine Abnahme des IC50 mit zunehmender Lénge der Seitekette ergibt sich auch fiir THP 1-4,
die iiber eine Ethylgruppe am Cisplatin verfiigen. Signifikante Unterschiede lassen sich fiir den

Vergleich von THP 1 zu THP 3 und THP 4 nachweisen (p=0,01 bzw. 0,0009).

4.4, Vergleich der Zelllinie H12.1 mit der Zelllinie 1411HP

Im Vergleich der cisplatinsensiblen Zelllinie H12.1 mit der cisplatinresistenten Zelllinie
1411HP treten insbesondere in Abhdngigkeit von der Lénge der Seitenketten Unterschiede auf.
In Bezug auf die verwendeten Ringsysteme sind keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
zytotoxischen Aktivitét auf die verschiedenen Zelllinien erkennbar; auch die Bindungsstelle der
aliphatischen Seitenkette im Ringsystem lédsst keine eindeutigen Unterschiede zwischen der

cisplatinsensiblen Zelllinie H12.1 und der cisplatinresistenten Zelllinie 1411HP erkennen.

Die 13. untersuchte Substanz, ChaPt, weist bei beiden Zelllinien eine zytotoxische Aktivitit auf,
deren IC50-Konzentration iiber der jeweiligen ICS50-Konzentration des Cisplatin liegt
(p=0,0003 bzw. 0,01).

Auffillig hierbei ist der niedrigere IC50 fiir die Zelllinie 1411HP, die eine primire
Cisplatinresistenz aufweist (p=0,0009). Damit besteht fiir ChaPt im molaren Vergleich

insgesamt keine Kreuzresistenz mit Cisplatin.
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Die Substanz mit der hochsten zytotoxischen Aktivitit gegeniiber der cisplatinresistenten
Zelllinie 1411HP ist Substanz THP12 mit einem IC50 von 0,73uM (£0,26), der sogar unterhalb
des IC50 fiir Cisplatin fiir die cisplatinsensible Zelllinie H12.1 liegt. Damit liegt im Vergleich
mit dem sensitiven Modells ebenfalls keine Cisplatin-Kreuzresistenz fiir THP-12 vor.

Die Untersuchung der cisplatinsensiblen Zelllinie H12.1 erbrachte den niedrigsten 1C50-Wert
fiir Cisplatin, was fiir diese Zelllinie somit das hochste zytotoxische Potential der untersuchten
Substanzen aufweist.

Eine Ubersicht iiber die korrespondierenden Untersuchungen an beiden Zelllinien gibt Abb. 18.
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Abb. 18: IC50 fiir THP 1-12, CDDP und ChaPt 11 fiir H12.1 und 1411HP

4.5, Ergebnisse der durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse

Im Gegensatz zu Cisplatin, das in der cisplatinsensiblen Zelllinie zu charakteristischen
Verschiebungen des Zellzyklus iiber G1-, G2/M- und S-Phase zur SubG1-Phase fiihrt, induziert
eine Behandlung mit THP-12 einen direkten Ubergang in die SubG1-Phase, was bereits nach 8h
nachweisbar ist. Es kommt nach Behandlung mit THP-12 bei beiden untersuchten Zelllinien
nicht zu einer Verschiebung des Zellzyklus, wie er durch Cisplatin induziert wird, sondern zu

einer direkten Apoptoseinduktion (entspricht Zellen in der SubG1-Phase).

Die Behandlung der cisplatinsensiblen Zelllinie H12.1 mit 30uM CDDP fiihrt innerhalb von 8h
zu einem Anstieg auf 44,8% Zellen in der G1-Phase. Nach 24h kommt es dann zu einer

Akkumulation von Zellen in der S-Phase des Zellzyklus (51% der Zellen). Nach 48 h ist ein
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Anstieg der Zellen in der SubGl-Phase auf 37,1% feststellbar, die apoptotischen Zellen
entspricht. Im Verlauf kommt es weiter zu einer Zunahme der Zellen in der SubG1-Phase; nach
72h befinden sich 44,8% der Zellen in der SubG1-Phase. Dabei zeigen sich die Zellen in der
G2/M-Phase nahezu iiber die gesamte Dauer des Versuchs stabil bei etwa 22% der Zellen. Hier
lasst sich eine Arretierung der Zellen in dieser Phase nachweisen, was einem G2/M-Arrest vor
Ubergang in die Apoptose entspricht.

Im Gegensatz dazu fiihrt die Behandlung der cisplatinresistenten Zelllinie 141 1HP mit 100uM
CDDP nicht zu einem Anstieg der Zellen in G1-Phase. Auch kommt es zu keiner Akkumulation
in der S-Phase; nur 31,7% der behandelten Zellen befinden sich nach 24h in der S-Phase, in
unbehandelten Zellen sind 33,6% in S-Phase nachweisbar. Nach 48 bzw. 72h lésst sich ein
Anstieg der Zellen in der SubG1-Phase auf 45 bzw. 56% feststellen.

Im Gegensatz dazu fiihrt die Behandlung mit Substanz 12 bei der cisplatinsensiblen Zelllinie
H12.1 nach 24h direkt zur Zunahme der SubGl-Phasen-Population (41% nach 24h), eine
temporare Anreicherung der Zellen in S- und G1-Phase kann nicht nachgewiesen werden. Auch
der G2/M-Arrest, wie er unter CDDP nachweisbar ist, stellt sich nicht dar. Es kommt zu einem
deutlichen Abfall der Zellen in G2/M-Phase auf Werte unter 10% nach 48h.

Fiir die cisplatinresistente Zelllinie 1411HP ist dieser direkte Ubergang noch deutlicher
ausgeprégt; nach 24h befinden sich bereits 75% der Zellen in der SubG1-Phase, der Anteil der
Zellen in G2/M-Phase fallt nach 24h bereits unter 10%, nach 72h sind 83% der Zellen in die
SubG1-Phase iibergetreten. Eine vorherige Akkumulation in der S- oder G1-Phase ist ebenfalls
nicht nachweisbar. Eine zusammenfassende Darstellung der Zellzyklen fiir beide Zelllinien

zeigt Abb. 19.
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Abb. 19: Zellzyklen unter CDDP und THP 12 fiir die Zelllinien H12.1 und 1411HP
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4.6. Ergebnisse des DNA-Fragmentierungsassays

Zur Klarung der Frage der Art der Zelltod-Induktion durch THP-12 wurde eine DNA-
Gelelektrophorese zum Nachweis von Apoptose durchgefiihrt. Insbesondere aufgrund der
deutlich hoheren Geschwindigkeit der Zelltod-Induktion stellte sich die Frage, ob THP-12 zu
einer spezifischen Induktion von Zelltod durch Apoptose fiihrt oder ob das schnelle Absterben
der behandelten Zellen Hinweis geben konnte auf die Induktion von Tumorzellnekrose. Mittels
DNA-Fragmentierungsassay lie8 sich sowohl fiir Cisplatin als auch fiir THP 12 in beiden
Zelllinien eine DNA-Fragmentierung nachweisen. Somit kann von Apoptoseinduktion durch
beide untersuchten Substanzen ausgegangen werden. Ein reprisentatives Beispiel von insgesamt

drei durchgefiihrten Versuchen zeigt Abb. 20.

H12.1 3pM CDDP _
H12.1 2,5 pM THP12 -
1411HP 10 pM CDDP -

1411HP 2,5pM THP12

Abb. 20: DNA-Fragmentierung nach 24 h Inkubation
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5. Diskussion

Testikuldre Keimzelltumore sind der hdufigste Tumor des jungen Mannes im Alter zwischen 25
und 45 Jahren. Im Jahr 2006 erkrankten etwa 4960 Minner an einem testikuldren
Keimzelltumor, die Sterberate liegt bei etwa 0,3 Todesfillen pro 100.000. Ende 2006 lebten
etwa 22.800 Méanner mit Keimzelltumoren in Deutschland. Insgesamt betrachtet gehort der
testikulire Keimzelltumor mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 95% zu den prognostisch
giinstigen Krebserkrankungen. Durch die FEinfithrung des Cisplatin in der Therapie des
Hodenkarzinoms konnte die Mortalitét deutlich gesenkt werden, obwohl die Inzidenz in der
westlichen Welt eher zunehmend ist (Husman 2010). Aktuell liegen die Heilungsraten fiir
Keimzelltumore bei etwa 80%.Bei etwa 20% der Betroffenen kann mit einer konventionellen,
platinhaltigen Chemotherapie keine Heilung erreicht werden; es kommt zum Progress der
Erkrankung unter Chemotherapie bzw. zu einem Rezidiv der Erkrankung.

In diesen Fillen ist zwar eine Heilung durch Einsatz einer hochdosierten Chemotherapie mit
Stammzellsupport mdglich, die Heilungschancen sind jedoch geringer als bei initial
cisplatinsensiblen Tumoren (Schmoll et al. 2006).

Klinische Einschriankungen bei der Durchfiihrbarkeit erfihrt die Chemotherapie mit Cisplatin
durch die teilweise starken unerwiinschten Arzneimittelwirkungen des Cisplatin.

Aufgrund seines hohen emetogenen Potentials ist die antiemetische Prophylaxe mit Steroid,
Serotoninantagonist und Neurokinin-1-Inhibitor supportivtherapeutisch obligat (Jordan et al.
2007). Auch die ausgepridgte Nephrotoxizitdt erfordert eine entsprechende prophylaktische
Hyperhydratation sowie bedarfsgemiB3e Diuretikatherapie des Patienten unter Cisplatintherapie
(Hensley et al. 2009).

Die Entwicklung neuer Platinderivate hat zum Ziel, mogliche Cisplatinresistenzen zu
durchbrechen, eine bessere klinische Vertraglichkeit der Chemotherapie zu erreichen und das
Spektrum der behandelbaren Erkrankungen zu erweitern.

Obwohl Keimzelltumore eine der Tumorentitidten mit den besten kurativen Therapieoptionen
durch Chemotherapie darstellt, sind die Therapicoptionen bei cisplatinrefraktiren
Keimzelltumoren ungleich geringer. Zahlreiche klinische Therapiekonzepte inklusive der
Hochdosistherapie fiihrten hier zu einer Erhohung der Ansprechrate und der Heilungsrate dieser
Patienten mit primér cisplatinrefraktiren oder sekundér cisplatinresistenten Tumoren, die
Ansprechrate dieser Tumore liegt insgesamt jedoch nur im Bereich von 11-30% z.B. in Bezug
auf taxanhaltige Protokolle (Bokemeyer et al. 1999). Um diesen, meist jungen Patienten weitere
Therapieoptionen anbieten zu konnen muss die weitere Entwicklung und klinische Etablierung
neuer Substanzen zur Therapie cisplatinrefraktirer Keimzelltumoren gefordert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgte die Untersuchung zwolf neuer

Platinverbindungen auf ihr zytotoxisches Potential sowie eine Analyse der ausgelOsten
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Zellzyklusverdnderungen der Platinkonjugate im Vergleich zu Cisplatin sowohl an einer primér
cisplatinsensiblen Keimzelltumorzelllinie als auch an einer primér cisplatinresistenten
Keimzelltumorzelllinie.

Cisplatin fiihrt in der cisplatinsensiblen Zelllinie H12.1 zu einer charakteristischen Verédnderung
im Ablauf des Zellzyklus. Durch Behandlung mit Cisplatin gehen die Zellen aus der G2/M-
Phase tiiber Gl- und S-Phase schliefSlich in die SubGl-Phase iiber, die einer DNA-
Fragmentierung bei Apoptose entspricht. Dieser Ablauf lédsst sich fiir die cisplatinresistente
Zelllinie 1411HP so nicht nachweisen.

Die Analyse des Zellzyklus nach Therapie mit THP 12 ergibt sowohl fiir 1411HP als auch fiir
H12.1 einen direkten und schnellen Ubergang in die SubG1-Phase. Dieser Phasenwechsel ist
bereits nach 8h stirker nachweisbar als bei Behandlung mit Cisplatin und steigt nach 24h und
48h weiter an. Bereits aus den Zytotoxizititsassays war ersichtlich, dass die neuen
Platinverbindungen mit aliphatischer Seitenkette die primére Cisplatinresistenz der Zelllinie
1411HP zu iiberwinden vermogen.

Die Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie zeigt, dass die Apoptoseinduktion durch die
neuen Platinkomplexe sehr rasch und unter Uberwindung der primdren Cisplatinresistenz
stattfindet. Es kommt zu keiner Verschiebung bzw. Geschwindigkeitsdnderung des Zellzyklus

der behandelten Zellen, vielmehr tritt eine direkte Apoptoseinduktion ein.

5.1. Carriersysteme

Als mégliche Erklirung fiir die Uberwindung der Cisplatinresistenz und der schnellen
Apoptoseinduktion ohne Verschiebung der Zellzykluskompartimente kann ein spezifisches
Carriersystem angesehen werden, das zu einer raschen intrazelluldren Akkumulation der THP-
Verbindungen fiihrt.

Fir HeLa-Zellen sowie fiir Lymphomzellen konnte eine zelluldre Aufnahme zytostatischer
Phospholipidverbindungen sowohl durch direkte Membraninteraktion der untersuchten
Substanzen sowie auch durch Dynamin-abhingige aktive Endozytose iiber einen Carrier
nachgewiesen werden (Van Der Luit et al. 2003).

Die von van der Luit et al. untersuchten Substanzen weisen dhnlich zu den in dieser Arbeit
untersuchten Substanzen aliphatische Seitenketten mit 18-22 C-Atomen auf, allerdings ohne den
fiir die THP-Verbindungen charakteristischen Tetrahydropyranring.

Dominguez et al. konnten in ihren Versuchen mit BAMET-Komplexen ebenfalls eine
carriervermittelte Endozytose, unabhingig von den natriumabhéngigen spezifischen
Gallenséuretransportern, in Leberkarzinomzellen nachweisen. Die Aufnahme der BAMET-
Verbindungen stellte sich geringer als die Aufnahme von Gallensduren, aber stirker als die

Aufnahme von Cisplatin dar, was fiir das Vorliegen eines weiteren Carriersystems in
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Hepatozyten spricht. Es existieren Hinweise darauf, dass dieses Carriersystem der Familie der
organischen Anionentransporter-Polypeptide angehort (Dominguez, Macias et al. 2001).

Auch aktive Exozytose der Zytostatika kann zu einer verminderten Apoptoseinduktion in
cisplatinresistenten Tumorzellen fiihren. In cisplatinresistenten Leberkarzinomzellen konnte ein
erhohter Efflux von Cisplatin durch die MRP2-Efflux-Pumpe gezeigt werden, wohingegen die
untersuchten BAMET-Verbindungen nicht durch dieses Effluxsystem erfasst wurden. Dies
fiihrte zu einer erhohten intrazelluliren Konzentration der BAMET-Substanzen und einer

zytotoxischen Aktivitéit auch bei cisplatinresistenten Tumorzelllinien (Monte et al. 2005).

Fiir Keimzelltumore sind solche spezifische Carriermechanismen bislang nicht untersucht,
stellen aber eine mogliche Erklarung fiir die rasche Apoptoseinduktion durch THP dar. Weitere
Untersuchungen der THP-Substanzen in der Arbeitsgruppe von Voigt et al. zeigten neben der
zellzyklusunabhédngigen Apoptoseinduktion einen von der DNA-Platination unabhédngigen Weg
zur Induktion der Apoptose. Hierbei lie sich trotz verminderter Ausbildung von DNA-Platin-
Addukten eine Zytotoxizitdt auch in primér cisplatinresistenten Tumorzellen reproduzieren.
Dieser Weg der Apoptoseinduktion unterscheidet sich in so fern von der Apoptosinduktion
durch Cisplatin, als dieser nicht zu einer verstirkten p53-Aktivitit fithrt. Auch eine
Caspasenaktivierung, wie sie durch Cisplatin hervorgerufen werden kann, lieB3 sich fiir THP12
nicht nachweisen. Ergénzend zeigte sich eine massive intrazelluldre Freisetzung von Kalzium
sowie die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle, was die These eines
alternativen, DNA-unabhéngigen Mechanismus der Apoptoseinduktion unterstiitzt (Dietrich et

al. 2008).

5.2. Struktur-Membran-Interaktion

Ein weiterer Erklarungsansatz fiir die rasche Apoptoseinduktion durch THP12 ist eine erhdhte
intrazelluldre Akkumulation durch passiven Transport in die Zelle.

In Anlehnung an die Versuche von van de Luit et al., die neben spezifischen
Transportmolekiilen auch einen passiven, transmembrandren Transport (bilayer ,,flipping*) der
untersuchten Phospholipide nachweisen konnten, ist ein passiver Transport von THP12
vorstellbar.

In den Versuchen von van de Luit et al. lie sich zeigen, dass nur bei intakter Zellmembran eine
dynamin-abhingige intrazellulire Akkumulation der zytostatischen Phospholipide nachweisbar
war.

Nach Zugabe von Monensin, einer Substanz, die zu einer Anderung des
Membranelektropotentials sowie des Membran-pH-Wertes der Basalmembran fiihrt, ergab sich
ein Abfall der aufgenommenen Substanzmenge der zytostatischen Phospholipide um mehr als

50% (Tartakoff 1983; Van Der Luit, Budde et al. 2003).
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Aufgrund der aliphatischen Seitenkette liegt im Vergleich zu Cisplatin eine deutlich hohere
Lipophilie der THP-Verbindungen vor, die eine passive, transmembranire Aufnahme

ermdglichen konnte.

5.3. Struktur-DNA-Interaktion

Ein weiterer Ansatz, die zytotoxische Wirkung der THP-Verbindungen zu erkléren, ist eine
vermehrte DNA-Platinierung im Vergleich zu Cisplatin.

Aber auch strukturelle Unterschiede der Platinderivate dndern ihr zytotoxisches Verhalten. Fiir
Carboplatin wurde nachgewiesen, dass eine langsamere Aufnahme in die Zelle sowie der (im
Vergleich zu Cisplatin) stabilisierte Ligand zu einer verringerten Toxizitit der Substanz bei
dhnlicher zytostatischer Aktivitat fiihrt (Knox et al. 1986).

Fiir Oxaliplatin lassen sich trotz vergleichbarer zytostatischer Aktivitit und teilweise
ausbleibender Kreuzresistenz zu Cisplatin im Vergleich zu Cisplatin geringere Mengen der
DNA-Platinierung nachweisen. Eine mdgliche Ursache fiir die dennoch bestehende
zytostatische Aktivitdt wird in der unterschiedlichen Beugung der DNA-Doppelhelix durch die
beiden Zytostatika gesehen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Bindung von Oxaliplatin
zu einer Beugung der DNA um 31° fiihrte, wogegen die Cisplatinaddukte eine Beugung von 22°
aufweisen (Wu et al. 2007). Die unterschiedliche Reaktion der zelluldren Proteine auf die sich
so unterscheidenden Addukte stellt eine mogliche Erklarung fiir die unterschiedlichen
Wirkungs- und Nebenwirkungsspektren von Cisplatin und Oxaliplatin dar (Pizarro and Sadler

2009).

Eine weitere Moglichkeit fiir die Entwicklung einer Cisplatinresistenz stellt das Umgehen der
DNA-Reparaturmechanismen dar. Bei Bindung des multinukleédren Platinkomplexes BBR3464
an die DNA entstehen im Gegensatz zu Cisplatinaddukten keine ausgeprigten Forminderungen
der DNA wie Schlaufen oder Entspiralisierungen. Aufgrund des Fehlens dieser Verdnderungen
stellt der BBR3463-DNA-Komplex ein ungeeignetes Substrat fiir die DNA-Schiden
reparierenden Proteine wie NER und HMG dar, die Reparaturmechanismen werden nicht aktiv,
es kommt zur Apoptoseinduktion in den Tumorzellen (Ohndorf et al. 1999).

Inwieweit eine dhnliche fehlende Strukturverinderung durch die untersuchten THP-Substanzen

verursacht wird, war nicht Inhalt der vorliegenden Arbeit.

5.4. Probleme
Probleme in der Anwendung der THP-Verbindungen ergaben sich vor allem durch die schlechte
Loslichkeit der Verbindungen in wissriger Losung. Als Ursache kann die zunehmende

Lipophilie der Substanzen mit wachsender Lénge der Seitenketten vermutet werden. Eine
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Hinzugabe eines entsprechenden Losungsmittels wurde bislang nicht untersucht, stellt aber eine

Option zur Verbesserung der Wasserldslichkeit der THP-Komplexe dar.

5.5. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit charakterisieren die untersuchten Platinkomplexe als mogliche
Option zur Uberwindung der Chemotherapieresistenz von Keimzelltumoren.

Die Behandlung mit THP 12 fiihrt zu einer Apoptoseinduktion in cisplatinsensiblen und
cisplatinresistenten Keimzelltumorzelllinien. Hierbei konnte durch die
durchflusszytometrischen ~ Untersuchungen eine rasche wund zellzyklusunabhingige
Apoptoseinduktion gezeigt werden; die Apoptoseinduktion konnte durch den DNA-
Fragmentierungsassay von Nekroseprozessen abgegrenzt werden.

Es ergeben sich folgende Fragen in Bezug auf den klinischen Einsatz der untersuchten

Verbindungen:

55.1.  Klarung der zelluldaren Aufnahme

Zur Kldrung der Aufnahmeprozesse in die Zelle muss eine genauere Untersuchung des
Membranverhaltens der THP-Komplexe erfolgen. Auch die Frage der Dissoziation im
chloridarmen Intrazelluldrraum kann zwar angenommen, jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht
bewiesen werden. Ob die Uberwindung der Cisplatinresistenz durch eine hohere intrazellulire
Konzentration von THP12 im Vergleich zu Cisplatin erreicht wird, oder ob ein hoheres
Potential zur DNA-Schidigung vorliegt, kann bislang nicht definiert werden.

Interessant ist auch die Frage nach Carriermolekiilen, die zu einer intrazelluldiren Akkumulation
von THP12 fiithren bzw. ob Carriermolekiile wie hCTR1, ATP7A, ATP7B und MRP2, die
durch Ausschluss von intrazelluldarem Cisplatin zu einer Resistenzentwicklung beitragen, THP

12 ebenfalls als Substrat verwenden konnen.

5.,5.2.  Grad der DNA-Platinierung durch THP-Komplexe

Die  Ergebnisse der  durchflusszytometrischen  Untersuchungen  zeigen  einen
zellzyklusunabhédngigen Weg der Apoptoseinduktion, der durch die untersuchten Substanzen
ausgelost wird. Zu kldren ist die Frage, ob durch die spezielle Struktur der THP-Verbindungen
eine hohere Rate der DNA-Platinierung erreicht werden kann bzw. ob durch die molekularen
Wechselwirkungen ein gednderter Einfluss auf die DNA-Doppelhelix mit daraus resultierender
Konformationsdnderung existiert. Hierzu konnten die Bestimmung der DNA-Platinierung sowie

ultrastrukturelle Untersuchungen des DNA-THP-Adduktes Aufschliisse liefern.
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5.5.3.  Verbesserung der Loslichkeit

In der praktischen Anwendung der THP-Komplexe zeigte sich mit steigender Zahl der
Kohlenstoffatome eine schlechtere Loslichkeit der Substanzen in Wasser. THP 12 Ioste sich
beispielsweise erst nach Erwérmung der Substanz im Wasserbad auf 37°C sowie langerfristiger
Durchmischung der Substanzprobe.

Inwieweit die Zugabe eines entsprechenden Losungsvermittlers (Macrogol, Polysorbat), wie sie
z.B. auch fiir Taxane verwendet werden, zu einer besseren Wasserloslichkeit der Substanzen
fiihrt, wurde bislang nicht untersucht.

Allerdings erdffnet sich durch die héhere Lipophilie der Substanz in Analogie zu Pico- und
Satraplatin die Moglichkeit der oralen Applikation. Hierzu wurden bislang keine

Untersuchungen durchgefiihrt.

5.5.4. Kombination mit anderen Zytostatika

In der onkologischen Therapie existieren Substanzen, die in Monotherapie keine iiberzeugenden
zytostatischen Eigenschaften besitzen, in Kombination mit anderen Zytostatika jedoch zu einer
Erhohung der Ansprechrate bei bestimmten Tumoren fithren. Kombinationsversuche mit den
THP-Verbindungen sind eine weitere Mdoglichkeit, deren klinisches Einsatzspektrum zu

definieren.

55.5.  Testung in vivo, Ermittlung von Toxizitaten

Vielversprechende zytostatische Eigenschaften neuer Substanzen in vitro sind nicht das einzige
Kriterium, diese weiter klinisch zu erproben. Die Evaluation mdoglicher unerwiinschter
Nebenwirkungen ist obligater Bestandteil der Arzneimittelentwicklung. Inwieweit ein klinisch
akzeptables Nebenwirkungsprofil vorliegt, muss zundchst durch in vivo Testung am Tiermodell
nachgewiesen werden. Hierzu existieren bereits Xenograftmodelle von Keimzelltumoren in

Nacktméiusen, die zur Evaluation der Akuttoxizitdt der Substanzen geeignet erscheinen.

5.5.6.  Klarung des Apoptosewegs

Im Gegensatz zu cisplatininduzierter Apoptose tritt nach Behandlung mit THP12 eine deutlich
schnellere und zellzyklusunabhingige Apoptoseinduktion ein.

Die Ursachen fiir diesen raschen Mechanismus sind bislang nicht erklart. Moglich hierbei ist
eine Apoptoseinduktion durch Affektion weiterer Zielstrukturen neben der DNA bzw.

Apoptoseinduktion auf einem bislang nicht bekannten, DNA-unabhédngigem, alternativen Weg.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit erfolgte die Struktur-Effekt-Analyse 12 neuer Cisplatinverbindungen.

Hierzu wurde eine Zytotoxizitdtsmessung mittels Sulforhodamin B -Assay in einer
cisplatinsensiblen und einer cisplatinresistenten humanen Keimzelltumorzelllinie durchgefiihrt.
In diesen Versuchen konnte eine Zytotoxizitdt der untersuchten Substanzen nachgewiesen
werden, die mit der Bindungsstelle des Cisplatinmolekiils sowie der Lénge der aliphatischen
Seitenkette korreliert. Diese Zytotoxizitit konnte auch in der cisplatinresistenten Zelllinie
1411HP nachgewiesen werden.

Im Anschluss erfolgte die Charakterisierung des zytotoxischen Effekts, der durch die aktivste
Substanz, THP 12, ausgeldst wurde, im Vergleich zu Cisplatin.

Im DNA-Fragmentierungsassay konnte eine fiir die Apoptose charakteristische DNA-
Fragmentierung nach Behandlung mit THP 12 nachgewiesen werden. Nekrotische Prozesse
konnten somit als Ursache fiir die zytotoxische Wirkung von THP12 weitgehend
ausgeschlossen werden.

Der Einfluss der Behandlung mit THP 12 auf den Zellzyklus wurde mittels
durchflusszytometrischer Zellzyklusanalyse ermittelt. Im Gegensatz zur Apoptoseinduktion
durch Cisplatin, die zu einem Zellzyklusarrest mit Ubergang der untersuchten Zellen zunichst
in die Gl-, spiter G2/M-Phase vor der Apoptose fiihrt, erfolgt die durch THP 12 ausgeldste
Zytotoxizitit durch direkten und schnellen Ubergang der Tumorzellen in die SubG1-Phase, die
der Apoptose entspricht.

Hierbei konnte eine deutlich schnellere Apoptoseinduktion im Vergleich zu Cisplatin ohne
Einfluss auf den Zellzyklus nachgewiesen werden.

Mogliche Ursachen fiir diese schnelle Apoptoseinduktion auch in cisplatinresistenten
Keimzelltumorzelllinien sind, im Vergleich zu Cisplatin, eine vermehrte zelluldre Aufnahme,
eine erhohte DNA-Bindung oder eine Konformationsdnderung der gebildeten DNA-THP12-
Addukte oder ein DNA-unabhéingiger Weg der Apoptoseinduktion.
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1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

Maligne Keimzelltumore sind die hdufigste Krebserkrankung bei Ménnern im Alter

zwischen 20 und 35 Jahren.

Durch Einfithrung der cisplatinhaltigen Kombinationschemotherapie konnte die

Gesamtheilungsrate auf ca.90% gesteigert werden.

Keimzelltumore mit Cisplatinresistenz (intrinsisch oder erworben) haben eine

deutlich schlechtere Prognose.

Klinische Strategien zur Uberwindung von Cisplatinresistenz bei Keimzelltumoren
bestehen in Hochdosistherapie, Verwendung neuer Substanzen (z.B. Taxane) sowie

aggressiverer Initialtherapie.

Zellbiologische Griinde fiir Cisplatinresistenz konnen eine verminderte
intrazelluldre Akkumulation (durch verringerte Aufnahme bzw. vermehrte
Inaktivierung intrazellulér), eine gesteigerte DNA-Reparaturfunktion oder ein

gesteigerter replikativer Bypass sein.

Die untersuchten Cisplatinkomplexe mit aliphatischer Seitenkette und

Tetrahydropyranring besitzen zytotoxische Effekte auf Keimzelltumore in vitro.

Durch Behandlung von Keimzelltumorzelllinien mit der Substanz THP12 wird

Apoptose induziert.

Durch Behandlung mit THP12 kommt es im Gegensatz zur Behandlung mit

Cisplatin zu keiner Verschiebung im Zellzyklus der behandelten Tumorzellen.

Die Apoptoseinduktion durch THP12 ist in cisplatinsensiblen und
cisplatinresistenten Keimzelltumorzelllinien gleichermaflen nachweisbar. Es besteht

keine Kreuzresistenz zu Cisplatin.

10) THP12 induziert Apoptose in vitro deutlich schneller als Cisplatin.

11) Mégliche Griinde fiir die Uberwindung der Cisplatinresistenz durch THP12 sind

eine gednderte Konformation der entstehenden THP12-DNA-Addukte,
Verhinderung eines replikativen Bypass durch die eingefiigte Seitenkette sowie die

Induktion eines DNA-unabhéngigen Apoptoseweges in der Tumorzelle.
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