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KAPITEL 1

Zusammenfassung

Krebs stellt eine duflerst komplexe Erkrankung dar, die gleichermafien eine noch komplexere Be-
handlung beinhaltet. Nach kardiovaskuldren Erkrankungen rangiert Krebs an zweiter Stelle in der
Liste der haufigsten Todesursachen in der westlichen Welt. Um so wichtiger ist es, die Behandlung
stetig weiterzuentwickeln und zu verbessern.

Eine effektive Behandlungsform stellt die platinbasierte Chemotherapie dar. Sie gilt heute als ei-
ne der am haufigsten eingesetzten Chemotherapieformen. Die zuféllige Entdeckung ihres Pioniers
Cisplatin brachte ein sehr grofies Forschungsgebiet hervor, denn obwohl &uflerst effektiv, bringt
Cisplatin verschiedene Nachteile mit sich, die die Behandlung limitieren. Zu ihnen z&hlen Resisten-
zen sowie verschiedene Nebenwirkungen, die u.a. die dosislimitierende Nephrotoxizitit beinhalten.
Erstrebungen nach Verbesserungen der Therapie fiihrten zur Entwicklung von Carboplatin und
Oxaliplatin. Doch auch diese Substanzen sind in ihrer klinischen Anwendung limitiert. Die zu-
grundeliegenden Mechanismen der Limitierungen aller drei Substanzen sind bis heute noch nicht
vollstandig erforscht.

Alle drei Substanzen unterscheiden sich strukturell voneinander. Diese Strukturunterschiede fithren
zu einer Anwendung in unterschiedlichen Tumorarten sowie zu unterschiedlichen Nebenwirkungen.
Die Erforschung dieser Unterschiede ist essentiell fiir die Weiterentwicklung der Therapie, doch ge-
rade hier mangelt es vor allem fiir Oxaliplatin, aber auch fiir Cisplatin und Carboplatin, an Daten.
Deshalb erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine detaillierte Untersuchung der Wirkmechanismen
der drei platinbasierten Chemotherapeutika, sowohl auf molekularer als auch auf funktioneller Ebe-
ne. Neben den Untersuchungen der Wirkmechanismen der bereits klinisch angewandten Substanzen
galt es weiterhin, ein potentielles neues platinbasiertes Chemotherapeutikum auf dessen Wirkme-

chanismus hin zu untersuchen. Die Substanz PN149 stellt einen Platin(IV)-nitroxyl-Komplex dar
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und zeigte in bisherigen Untersuchungen Potential zur Uberwindung von Cisplatin-Resistenzen.
Abschlielend sollte der Mechanismus der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitdt untersucht werden
und die Fragen gekliart werden, warum Carboplatin und Oxaliplatin keine Nierenschiden auslésen
und ob PN149 gleichermaflen ein geringeres nephrotoxisches Potential besitzt.

Die Untersuchungen der Wirkmechanismen erfolgte in der Nierenkarzinomzelllinie A498. Zytoto-
xizitdtsstudien offenbarten ein &hnliches zytotoxisches Potential von Cisplatin und Oxaliplatin.
Carboplatin zeigte hingegen erst ab dem Einsatz einer im Vergleich zu Cisplatin 10-fachen Konzen-
tration eine dhnliche zytotoxische Wirkung. Studien zur intrazelluliren Akkumulation sowie zur
DNA-Platinierung offenbarten Unterschiede zwischen allen drei Substanzen trotz vergleichbarer
Zytotoxizitit. Cisplatin zeigte bei gleicher Konzentration die héchste Akkumulation, wohingegen
Carboplatin die geringste aufwies. Erst ab dem Einsatz einer im Vergleich zu Cisplatin 6-fachen Kon-
zentration zeigte Carboplatin eine &hnliche Aufnahme zu Cisplatin. Auch bei der DNA-Platinierung
wies Cisplatin den hochsten Gehalt auf. Die DNA-Platinierung von Carboplatin zeigte erhebliche
Schwankungen. Aus der Literartur ist jedoch bereits bekannt, dass Carboplatin seinen Abgangs-
gruppen Liganden nur sehr langsam verliert und deshalb weniger reaktiv ist als Cisplatin und es
dadurch langer dauert bis Carboplatin zu DNA-Schéden fiihrt.

Obwohl Oxaliplatin eine deutlich niedrigere DNA-Platinierung aufwies, zeigte es in den Zytoto-
xizitdtsstudien eine dhnliche Effektivitdt wie Cisplatin. Folglich scheinen Oxaliplatin-induzierte
DNA-Schéden toxischer zu sein als Cisplatin-induzierte DNA-Schéden.

Aufgrund dieser Unterschiede wurden folgend Genexpressionsprofile wichtiger Signaltransduktions-
wege erstellt. Veranderungen auf molekularer Ebene wurden weiter auf funktioneller Ebene analy-
siert. Dabei zeigten sich nach Behandlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanzen vor allem
Veranderungen in pb3-abhéngigen Genen. Diese beinhalteten MDM?2, den Gegenspieler von pb3,
DNA-Schadensantwort und -reparaturbeteiligte Gene wie DDB2, GADD/5A und RRM2B, die
Zellzyklus- und Proliferationsgene CDKN1A, PLK3 und PPM1D sowie apoptosebeteiligte Gene
BBC3 und PMAIP1. Eine Untersuchung des p53-Proteinlevels offenbarte eine Erhéhung des Levels
nach Behandlung mit den jeweiligen untersuchten Substanzen, wobei Oxaliplatin die deutlichste
und Carboplatin die geringste Erhohung zeigte.

Neben diesen Gemeinsamkeiten zeigte Oxaliplatin deutliche Unterschiede zu Cisplatin und Car-
boplatin in den Genexpressionsprofilen. Diese duflerten sich in einer verdnderten Expression von
DNA-Reparatur- sowie Zellzyklus- und Proliferationsgenen. Besonders die HR-beteiligten Gene
BRCA1, BRCA2 und RADS51 wurden deutlich vermindert exprimiert. Die verminderte Expression
dieser Gene kénnte im Zusammenhang mit der verminderten Expression des zellzyklusbeteiligten
Gens F2F1 stehen.

Weiterhin fiihrte Oxaliplatin zu einer vermehrten Expression von proliferationsbeteiligten Genen.
Wiéhrend Cisplatin und Carboplatin im Zuge der Zellzyklusverteilungsanalyse nach 24 h einen
S-Phasenarrest und nach 48 h einen Go/M-Arrest offenbarten, fithrte eine Behandlung mit Oxa-
liplatin zu keiner Verédnderung. Trotz der Unterschiede zwischen Oxaliplatin und Cisplatin bzw.

Carboplatin induzierten alle drei Substanzen in einem vergleichbaren Mafle die Apoptose.



Zusammenfassend induzierten Cisplatin und Carboplatin den Zelltod iiber vergleichbare Mecha-
nismen. Fiir denselben Effekt musste Carboplatin aufgrund seiner langsameren Reaktionskinetik
jedoch in hoheren Konzentrationen eingesetzt werden. Im Vergleich dazu unterschied sich der Wirk-
mechanismus von Oxaliplatin deutlich zu Cisplatin und Carboplatin. Weitere Untersuchungen hier-
zu koénnten eine Anwendung der Substanz in weiteren Tumorarten erméglichen.

In weiteren Untersuchungen galt es, den Wirkmechanimus der neuen Substanz PN149 aufzukléren.
Trotz struktureller Unterschiede zeigte sich, dass PN149 einen dhnlichen Wirkmechanismus wie
Cisplatin und Carboplatin ausiibt. Gleichermafien wie Cisplatin und Carboplatin induzierte PN149
den Zelltod iiber einen pb3-abhingigen Mechanismus. Dabei kam es ebenfalls zu einem Zellzyklus-
arrest sowie der Induktion der Apoptose. Obwohl die Verinderung im p53-Proteinlevel nur gering
ausgepragt war, zeigte PN149 eine vergleichbare zytotoxische Wirkung wie Cisplatin.

Es zeigte sich jedoch auch, dass PN149 in einem deutlich hoheren Ausmaf in die Zelle aufgenommen
wird und dort auch vermehrt die DNA platiniert. Dennoch fiihrten die vermehrten DNA-Schéden
nicht zu einer héheren Effektivitdt. Ein Grund hierfiir kénnte das antioxidative Potential der Sub-
stanz sein, da beschrieben wird, dass Cisplatin zuséatzlich zu den DNA-Schaden zu oxidativem Stress
fihrt. In den durchgefiihrten Untersuchungen konnte jedoch weder fiir Cisplatin noch fiir PN149 ei-
ne eindeutige Aussage tiber oxidativen Stress getroffen werden. Es zeigte sich lediglich, dass PN149
im Vergleich zu Cisplatin nicht zu einer vermehrten Expression des Inflammationsmarkers IL-8
fithrte. Da Inflammationsprozesse im Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen, konnte dies ein
Hinweis auf eine verminderte Induktion von oxidativem Stress durch PN149 sein.

Weitere Untersuchungen sind folglich fiir PN149 noch von Néten, um weitere Aussagen tiber das
Potential der Substanz zu treffen.

Der letzte Teil dieser Arbeit beschéaftigte sich mit der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitdt. In der
Klinik werden weder fiir Carboplatin noch fiir Oxaliplatin Nierenschiden festgestellt. Da postu-
liert wird, dass oxidativer Stress an der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitit beteiligt ist, konnte
PN149 aufgrund seines antioxidativen Potentials ebenfalls wie Carboplatin und Oxaliplatin nicht
zu Nierenschiden fithren. Die Untersuchungen hierzu erfolgten in konditional immortalisierten pro-
ximalen Tubuluszellen (ciPTEC). Es zeigte sich jedoch bereits anhand der Zytotoxizitdtsstudien ein
kontréares Bild zur Klinik. Cisplatin zeigte zwar den niedrigsten ICsy Wert der klinisch angewand-
ten Substanzen, dennoch waren auch Carboplatin, Oxaliplatin und PN149 deutlich zytotoxisch in
ciPTEC Zellen, wobei PN149 die stéirkste zytotoxische Wirkung aufwies.

Die weiteren Genexpressionsanalysen offenbarten weiterhin, dass alle vier Subtanzen &hnliche Me-
chanismen in der Zelle auslosten. Diese Ergebnisse stehen folglich kontriar den Ergebnissen in den
A498 Zellen gegeniiber, in denen Oxaliplatin im Vergleich zu den anderen Substanzen einen anderen
Wirkmechanismus zeigte. Eine abschliefende Evaluierung der ciPTEC Zellen mit Nierennormalge-
webe zeigte, dass sich ciPTEC Zellen generell fiir Studien in Nierenzellen eignen.

Ein einfaches Zellkulturschalenmodell reicht fiir Nephrotoxizitdtsstudien aber vermutlich nicht aus,
da Untersuchungen in einem Transwellsystem zeigten, dass sich die Aufnahme von Cisplatin deutlich

zu der Aufnahme von Zellen kultiviert in einer Zellkulturschale unterschied. Dies deutet demnach
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daraufhin, dass Transportprozesse eine entscheidende Rolle in der Cisplatin-induzierten Nephroto-
xizitat spielen.

Zusammenfassend lasst sich auf der Basis der erhobenen Daten keine Aussage iiber das nephroto-
xische Potential der Substanzen treffen. Vor allem fiir PN149 miissten Untersuchungen in einem
komplexeren Zellkultursystem, wie einem Transwellsystem oder einem kidney-on-a-chip durchge-

fihrt werden.



Abstract

Cancer represents a complex disease which implies an even more complex treatment. It ranges
behind cardiovascular diseases as the second most common cause of death in the Western world.
Therefore, it is important to constantly further develop and improve its treatment.

One of the most effective and most commonly used form of treatment are platinum-based chemo-
therapeutic agents. The accidental discovery of its pioneer cisplatin led to a huge research area.
Even though highly effective, its use is limited due to different disadvantages. These include resi-
stances and severe side effects like the dose limiting nephrotoxicity. Efforts of further improvement
of cisplatin led to the development of carboplatin and oxaliplatin. Unfortunately, these compounds
also bear limitations. Until today the underlying mechanisms of those limitations are still not fully
understand.

The three clinically approved platinum-based compounds differ in their structures. Those structu-
ral differences result in a varying efficacy spectrum in different tumor species and in different side
effects. The research of those differences is essential for a further development of the therapy. Never-
theless, regarding those differences data are lacking especially of oxaliplatin but also of cisplatin and
carboplatin. Therefore, detailed investigations regarding the mode of action of the three platinum-
based compounds have been carried out on the molecular and functional level in the present study.
Besides the investigations of the clinically approved compounds, the mode of action of a poten-
tial new platinum-based chemotherapeutic agents was also investigated. This compound PN149
represents a platinum(IV)-nitroxyl complex which showed a great potential in previous studies on
circumventing cisplatin-resistances. Finally, the mechanism of the cisplatin-induced nephrotoxicity
was examined with regard to the questions why carboplatin and oxaliplatin do not induce renal
damages and if PN149 bears a nephrotoxic potential.

The studies were carried out in the renal cell carcinoma cell line A498. Studies of the cytotoxicity
revealed a similar cytotoxic potential of cisplatin and oxaliplatin whereas carboplatin only showed
the same cytotoxic effect at the tenfold concentration of cisplatin. Despite of a similar cytotoxic
effect the compounds differed between their intracellular accumulation and DNA platination. Using
the same concentrations cisplatin showed the highest accumulation whereas carboplatin showed the
lowest. Only until the usage of a sixfold concentration compared to cisplatin, carboplatin showed
a comparable accumulation to cisplatin. Cisplatin also revealed the highest DNA platination of
all three compounds. The DNA platination of carboplatin showed considerable varations between
the replicates. However, it is known that carboplatin loses its leaving group significantly slower
which results in a lower reactivity compared to cisplatin. Therefore, the formation of carboplatin-
induced DNA lesions occures rather slowly. Even though the DNA platination of oxaliplatin was
considerably lower compared to cisplatin they exerted the same cytotoxic effect. Consequently,
oxaliplatin-induced DNA lesions appear to be more toxic than cisplatin-induced DNA lesions.

On the basis of these findings gene expression profiles of important signal transduction pathways

were generated. If changes occured on the molecular level they were further analyzed on a functio-
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nal level. Changes occured especially for p53 target genes after the treatment with the respective
platinum-based compound. Those genes included MDM?2, the opponent of p53, DNA damage and
repair genes like DDB2, GADD/5A and RRM2B, the cell cycle and proliferation genes CDNKI1A,
PLK3 and PPM1D as well as the apoptotic genes BBC3 and PMAIPI. The investigation of the
p53 protein level showed an increase of the level after the treatment with the respective compound
whereby oxaliplatin showed the highest and carboplatin the lowest increase.

Besides these similarities Oxaliplatin showed considerable differences to cisplatin and carboplatin
regarding the gene expression profiles where it revealed changes in the expression of DNA repair as
well as cell cycle and proliferation genes. Especially the HR involved genes BRCA1, BRCA2 and
RADS51 showed a reduced expression. This reduction might be associated with a reduced expres-
sion of the cell cycle related gene E2F1. Furthermore, genes involved in proliferation showed an
increased expression after incubation with oxaliplatin.

Regarding the cell cycle distribution cisplatin and carboplatin led to a S-phase block after 24 h
post-incubation followed by a Go/M-phase arrest. In contrast, the treatment with oxaliplatin did
not affect the cell cycle distribution. However, despite these differences between oxaliplatin and
cisplatin or carboplatin all three platinum-based compounds induced the apoptosis in a similar
manner.

In summary, cisplatin and carboplatin induced a similar mechanism that culminated in cell death.
However, to achieve the same effect carboplatin had to be applicated in higher concentrations due
to its slower reaction kinetics. Oxaliplatin induced a clearly different mechanism compared to cis-
platin and carboplatin. Further studies could allow an application of oxaliplatin in further tumor
species.

In addition to the investigations of the mode of action of the clinically applied platinum-based
chemotherapeutic agents, the mode of action of the new compound PN149 was examined. Despite
structural differences, it was apparent that PN149 induced a similar mode of action compared to
cisplatin and carboplatin. Similar to cisplatin and carboplatin it was shown that PN149 induced
cell death via a p53 dependent mechanism which included a cell cycle arrest as well as an induction
of apoptosis. Even though the increase of the p53 protein level was not strong PN149 showed a
cytotoxic effect comparable to cisplatin.

Studies regarding intracellular accumulation and DNA platination revealed a greater extent for both
parameters after treatment with PN149 compared to the other three compounds. Nevertheless, the
greater amound of DNA lesions did not lead to a greater effectiveness. An explanation for this could
be the antioxidative potential that lies within the structure of PN149, as cisplatin also leads to the
induction of oxidative stress besides inducing DNA damage. However, the performed studies did
not permit a concrete statement regarding the induction of oxidative stress by the platinum-based
compounds. The only indication that was given was the increased expression of the inflammation
marker IL-8 after the treatment with cisplatin but not PN149 as there is a connection between
inflammation and oxidative stress. Future studies need to further clarify the potential of PN149.

The final part of this work focused on the cisplatin-induced nephrotoxicity. Neither the treatment



with oxaliplatin nor with carboplatin result in renal damages. On the basis of the discussion, that
oxidative stress is part of the cisplatin-induced nephrotoxicity it is postulated that PN149 does not
induce renal damage due to its antioxidative potential. The studies were performed in conditionally
immortalized proximal tubule cells (ciPTEC). However, cytotoxicity studies were in contradiction
with the clinic. While cisplatin showed the lowest IC5g of the clinical applied compounds all the
other compounds were also highly cytotoxic, whereby PN149 showed the strongest cytotoxic effect.
The following gene expression analysis further revealed a similar mechanism of all four platinum-
based compounds. Therefore, the obtained results of the ciPTEC cells are in contrast with the
results of the A498 cells, where oxaliplatin caused a different mode of action. A final evaluation of
the ciPTEC cells with patient-derived renal normal cells showed that this cell line is in general a
suitable cell line for studies in renal cells. A simple cell culture dish model is however probably not
an appropiate model to study nephrotoxicity. Investigations of the intracellular accumulation of
cisplatin showed a high discrepancy between cells cultured in a cell culture dish and cells cultured
in a transwell system. This might be an indication that transport processes play a pivotal role in
the cisplatin-induced nephrotoxicity.

In summary, the optained data are insufficient for any indications of the nephrotoxic potential
of the compounds. Especially in case of PN149 further studies need to be carried out in a more

complex cell culture system like a transwell system or a kidney-on-a-chip.
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KAPITEL 2

Einleitung

In ihrem letzten World Cancer Report bezifferte die WHO (World Health Organization) die Anzahl
der neuen Krebsfalle auf 14 Mio sowie die Anzahl der durch Krebs verursachten Todesfalle auf 8 Mio
weltweit im Jahr 2012 (Stewart und Wild, 2014). Die Tendenz ist dabei steigend. Um so essentieller
ist es weiter an Behandlungsmoglichkeiten zu forschen. Prinzipiell gibt es drei Behandlungsformen
bestehend aus der chirurgischen Entfernung des Tumors, der Behandlung mit Strahlentherapie so-
wie der medikamenttsen Behandlung. Unter letztere fallen Chemotherapeutika. Diese spielen vor
allem bei metastisierenden Tumoren eine wichtige Rolle (Ho et al., 2003).

FEine der wichtigsten und erfolgreichsten Chemotherapieformen ist die platinbasierte Chemothera-
pie. Ihr Erfolg basierte dabei nur auf einem Zufall. In seinen Untersuchungen an Escherichia coli
und dem Einsatz von Platinelektroden entdeckte Barnett Rosenberg in den 1960ern eine Substanz,
die das Zellwachstum hemmte. Als Ursache machte er dabei einen Platinkomplex ausfinding (Ro-
senberg et al., 1965). Damit war der Pionier der platinbasierten Chemotherapie Cisplatin geboren.
Nur ein paar Jahre spéter wurde Cisplatin 1971 schon in der Klinik getestet. 1978 erhielt es letztlich
die Zulassung durch die US Food and Drug Administration (FDA) (Kelland, 2007). Heute gibt es
dank der Behandlung mit Cisplatin eine 95 %ige Erfolgsrate in der Behandlung von Hodentumo-
ren (Johnstone et al., 2016). Trotz des Erfolges birgt die Cisplatin-Tumorbehandlung erhebliche
Nachteile. Neben den iiblichen Nebenwirkungen eines Chemotherapeutikums, wie Ubelkeit und Er-
brechen, stehen bei Cisplatin Resistenzen sowie als dosislimitierender Faktor die Nephrotoxizitéit
im Vordergrund (Oun et al., 2018).

Aufgrund dessen gab es {iber die Jahre hinweg enorme Bemiihungen, die Cisplatin-Tumortherapie
zu verbessern. Dabei stand und steht immer noch eine Strukturmodifizierung der Substanz im

Vordergrund. Durch diese Bemiihungen entstanden u.a. Carboplatin und Oxaliplatin. Beide Sub-
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stanzen erhielten, wie Cisplatin, eine weltweite Zulassung.

Carboplatin und Oxaliplatin weisen zwar keine Nephrotoxizitdt auf, dennoch fiihren auch sie ne-
ben Resistenzen zu dosislimitierenden Nebenwirkungen. Dabei gelten als dosislimitierende Neben-
wirkungen die Myelosuppression im Falle von Carboplatin und die Neurotoxizitdt bei Oxaliplatin
(Oun et al., 2018). Obwohl die Substanzen erhebliche Nebenwirkungen aufweisen, gehoren sie mit zu
den effektivsten Chemotherapeutika. Heute beinhalten etwa 50 % aller Chemotherapiebehandlungs-
pliane eine dieser drei platinbasierten Substanzen (Apps et al., 2015). Der Erfolg spricht demnach
fiir die Substanzklasse, weshalb die Forschung nach modifizierten Strukturen bis heute andauert.
Um neue Strukturen entwickeln zu kénnen gilt es, bisherige Strukturen in ihren Eigenschaften genau
zu ergriinden. Selbst fiir Cisplatin sind dessen Eigenschaften nach jahrzehntelanger Forschung noch
nicht vollends aufgekléart. Im Folgenden soll deshalb genauer auf die drei Substanzen eingegangen
werden. Dabei liegt der Fokus vor allem auf deren Wirkmechanismus, den dosislimitierenden Neben-
wirkungen und Resistenzen. Auflerdem wird die neue platinbasierte Substanzklasse der Platin(IV)-
Komplexe genauer durchleuchtet. Abschlieflend soll im Detail auf die Cisplatin-induzierte Nephroto-
xizitdt eingegangen werden und die Frage beantwortet werden, warum Carboplatin und Oxaliplatin

nicht nephrotoxisch wirken.

2.1 Platinbasierte Chemotherapeutika - Eigenschaften der Struk-

turen klinisch angewandter Substanzen

Die Grundstruktur platinbasierter Chemotherapeutika ist fiir alle Substanzen dieselbe (Abbildung
2.1). Die Komplexe weisen ein zentrales Platin(II) auf. In cis-Stellung besitzen sie weiterhin jeweils
zwei Abgangsgruppen Liganden (X) sowie nicht-Abgangsgruppen Liganden (L). Trans-Isomere
stellten sich als &uflerst unwirksam heraus (Ho et al., 2003). Die Abgangsgruppen Liganden
bestimmen die Reaktionskinetik sowie letztlich dadurch auch das Toxizitdtsprofil der Substanz
(Ho et al., 2003; Wheate et al., 2010). Platinbasierte Chemotherapeutika werden intravents
(i.v.) verabreicht. Aufgrund des Milieus im Blut bleiben die Substanzen weitestgehend in ihrer
Urform. Sobald sie aber in die Zelle aufgenommen werden, &ndert sich dieses Milieu. Auflerhalb
der Zelle liegt eine Chloridkonzentration von 100 mM vor, innerhalb der Zelle jedoch nur noch
eine von 2 - 30 mM. Dadurch werden die Komplexe aquatisiert, d.h. ihre Abgangsgruppen werden
durch Wassermolekiile ausgetauscht, wodurch die Substanzen letztlich zu reaktiven Elektrophilen
umgewandelt werden (Cepeda et al., 2007; Wheate et al., 2010).

Die Kinetik dieses Vorgangs wird bestimmt durch die Art der Abgangsgruppe. Cisplatin (cis-
Diammindichloroplatin-II, CDDP) besitzt zwei Chloridgruppen als Abgangsgruppen, welche als
relativ labil gelten (Abbildung 2.2) (Ho et al., 2003). Dadurch bilden sich verhaltnisméBig schnell
Cisplatin-Aquakomplexe aus. Carboplatin (Diamminplatin(II)-cyclobutan-1,1-dicarboxylat) und
Oxaliplatin (Oxalato[(1R,2R)-cyclohexandiamin|platin(II)) weisen mit ihren Chelatliganden dage-
gen eher stabile Abgangsgruppen auf (Abbildung 2.2), weshalb sie deutlich langsamer aquatisiert
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werden (Johnstone et al., 2016). Auf dieser Basis wurde Carboplatin hin entwickelt. Durch die
langsamere Aquatisierung seiner 1,1-Cyclobutandicarboxylat-Gruppe fithrt es im Vergleich zu

Cisplatin zu weniger toxischen Nebenwirkungen (Oun et al., 2018).

Nicht-Abgangsgruppen
Liganden
m Bestimmt Art der DNA-
Lasionen
m Resistenzprofil

Abgangsgruppen Liganden
m Reaktionskinetik

m Toxizitatsprofil
. e ® | ipophilitat

- Ll » L5slichkeit

m | oslichkeit

Abbildung 2.1: Grundstruktur platinbasierter Chemotherapeutika. Neben einem zentralen Pla-
tin(II) besitzen platinbasierte Chemotherapeutika jeweils zwei Abgangsgruppen Liganden (X) sowie zwei
nicht-Abgangsgruppen Liganden (L). Die Wahl der Abgangsgruppe bestimmt vor allem die Reaktionskinetik
sowie das Toxizitatsprofil der Substanz. Nicht-Abgangsgruppen Liganden sind dagegen vor allem fiir die
Art der DNA-Schiden sowie das Resistenzprofil der Substanz verantwortlich. Beide Gruppen bestimmen
weiterhin die Lipophilitit sowie die Loslichkeit der Substanz (modifiziert nach Johnstone et al., 2016).

Die nicht-Abgangsgruppen Liganden bestimmen u.a. die Art der DNA-Lésion. Dadurch bestimmen
sie auch letztlich das Resistenzprofil der Substanzen mit (Johnstone et al., 2016). Cisplatin und
Carboplatin weisen beide zwei Aminogruppen auf. Folglich unterscheiden sich ihre DNA-Schidden
nicht, wodurch Carboplatin nur fiir die Behandlung derselben Tumorarten wie Cisplatin angewandt
werden kann (Wheate et al., 2010). Demnach besitzen sie weiterhin das gleiche Resistenzprofil.
Oxaliplatin hingegen besitzt einen sogenannten DACH-Liganden (1,2-Diaminocyclohexyl) als nicht-
Abgangsgruppe. Dieser DACH-Ligand erwies sich als nicht kreuzresistent zu Cisplatin (Misset et al.,
2000). Untersuchungen zu Oxaliplatin-induzierten DNA-Schédden offenbarten deutlich sperrigere
DNA-Lésionen, die zu einer anderen Verzerrung der DNA als Cisplatin fithren, wodurch DNA-
Reparatur Proteine nicht an den Schaden binden kénnen (Faivre et al., 2003; Misset et al., 2000;
Wheate et al., 2010). Dadurch reichen weniger DN A-Schéden aus, um dieselbe zytotoxische Wirkung

wie Cisplatin aufweisen zu kénnen (Faivre et al., 2003).
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Abbildung 2.2: Strukturformeln von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin.

Anhand der Grundstuktur aus Abbildung 2.1 werden weiterhin neue Platin(II)-Komplexe synthe-
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tisiert. In den Fokus sind dabei Substanzen geraten, die Strukturen aufweisen, welche ein spezi-
elles zelluldres Ziel haben. Dieses sogenannte drug trageting beinhaltet Strukturen, die z.B. den
Glucose-Rezeptor oder Steroid-Rezeptoren als Ziel haben (Johnstone et al., 2016). Bisher finden

diese Substanzen jedoch noch keine klinische Anwendung.

2.2 Cisplatin - der Pionier der platinbasierten Chemotherapeutika

Als Vorreiter platinbasierter Chemotherapeutika ist Cisplatin bereits seit tiber 40 Jahren im Einsatz.
Dabei kommt es vor allem in Hodentumoren, aber auch Blasen-, Ovarial-, Zervix- sowie Plattenepi-
thelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich zum Einsatz (Cepeda et al., 2007; Wheate et al., 2010). Nach
i.v. Applikation entfaltet es seine Wirkung erst innerhalb der Zelle. Verschiedene Schritte fithren
dann letztlich dazu, dass die Tumorzelle den Zelltod einleitet. Diese Schritte sollen im Folgenden

genauer diskutiert werden.

2.2.1 Wirkmechanismus

Der Wirkmechanismus von Cisplatin wurde iiber die Jahre hinweg in verschiedenen Tumorzelllinien
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass dieser duflerst komplex und deshalb bis heute noch
nicht vollstandig aufgekldrt ist. Angefangen von Cisplatin-induzierten DNA-Schédden bis hin zur
Einleitung des Zelltodes beinhaltet der Wirkmechanismus von Cisplatin verschiedene Schritte, die
letztlich aus einem komplexen Signalnetzwerk bestehen. Bevor Cisplatin aber tiberhaupt zu einem
DNA-Schaden fithrt, muss es zunéchst in die Zelle aufgenommen werden.

Die Aufnahme von Cisplatin soll sowohl iiber passive Diffusion als auch iiber aktiven Transport
durch verschiedene Transporter stattfinden (Abbildung 2.3). Im Zuge des aktiven Transports sollen
vor allem zwei Transporter maflgeblich an der intrazellularen Aufnahme von Cisplatin beteiligt sein.
Hierzu zdhlen der Kupfertransporter 1 (Ctrl) sowie der organische Kationentransporter 2 (OCT2)
(Burger et al., 2010; Hall et al., 2008).

Sobald Cisplatin in der Zelle ist, findet der zuvor beschrieben Aquatisierungsschritt statt (Abbil-
dung 2.3). Dabei kann sowohl die Monoaquaspezies [Pt(H20)C1(NH3)2] T als auch die Diaquaspezies
[Pt(H20)2(NH3)2)?" enstehen (Cepeda et al., 2007). Beide Molekiile sind reaktive Elektrophile, die
mit nukleophilen Gruppen von u.a. DNA, RNA oder Proteinen reagieren kénnen. Nur ein Bruchteil
des aufgenommenen Cisplatins bindet iiberhaupt an die DNA (Jamieson und Lippard, 1999). Der
Grofiteil bindet an Proteine und andere zellulire Komponenten. Ziel von Cisplatin sind vor allem
thiolhaltige Biomolekiile. Dabei spielen vor allem Glutathion (GSH) und Metallothionein (MT) ei-
ne wichtige Rolle. Diese Bindung stellt jedoch einen Nachteil in der Effektivitdt der Substanz dar,
da sie durch die Bindung inaktiv wird (Cepeda et al., 2007).

Der Anteil an Cisplatin, der in den Zellkern gelangt und dort an die DNA bindet, fiihrt letzt-

lich zur Entfaltung des toxischen Potentials der Substanz. Cisplatin kann dabei zur Bildung von
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Abbildung 2.3: Aufnahme von Cisplatin und dessen Schicksal innerhalb der Zelle. Cisplatin kann
sowohl {iber passive Diffusion als auch iiber aktiven Transport iiber den organic cation transporter 2 (OCT2)
und den Kupfertransporter 1 (Ctrl) aufgenommen werden. Aufgrund der niedrigen Chloridkonzentration
innerhalb der Zelle findet eine Aquatisierung des Komplexes statt. Dabei konnen beide Chloridionen oder
aber auch nur eines durch Wassermolekiile ersetzt werden. Das entstandene Elektrophil kann dann mit
verschiedenen Makromolekiilen in der Zelle reagieren. Bevorzugt bindet es hierbei an Disulfidgruppen wie von
Glutathion oder Metallothionein. Dadurch erfolgt jedoch eine Inaktivierung der Substanz. Bindet Cisplatin
an die DNA, werden zum einen DNA-Reparatursysteme aktiviert. Ist der Schaden aber zu grof3, so wird zum
anderen die Apoptose eingeleitet.

DNA-Monoaddukten, DNA-Interstrang und DNA-Intrastrang Crosslinks sowie zu DNA-Protein
Crosslinks fithren (Abbildung 2.4) (Jamieson und Lippard, 1999; Jordan und Carmo-Fonseca, 2000).
Aufgrund der Zugénglichkeit und hohen Nukleophilie bindet Cisplatin vor allem an die N7-Position
von Guanin und Adenin (Cepeda et al., 2007; Jamieson und Lippard, 1999). Mit 85 - 90 % an
allen DNA-Schéiden stellen 1,2-Intrastrang ApG (Adenin und Guanin) und GpG (Guanin und Gua-
nin) Crosslinks den grofiten Anteil an Cisplatin-induzierten DNA-Schéden. Diese sollen auflerdem
grofitenteils fiir die zytotoxische Wirkung verantwortlich sein (Siddik, 2003). Cisplatin-induzierte
Crosslinks flihren letztlich zu einer Verzerrung der DNA-Helix. Durch diese Verzerrung resultiert
u.a. ein Entwinden der DNA, wobei der Grad der Entwindung von der Art des DNA-Schadens
abhéngt (Rabik und Dolan, 2007).
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Abbildung 2.4: Durch Cisplatin-induzierte DNA-Schiden. Nach der Aquatisierung von Cisplatin
kann dieses an Nukleophile wie die DNA binden. Dabei konnen DNA-Monoaddukte, Interstrang Crosslinks,
Intrastrang Crosslinks sowie DNA-Protein Crosslinks entstehen.

Erleidet eine Zelle DNA-Schiden, bestimmen verschiedene Vorgéange ihr weiteres Schicksal. Die
Zelle kann versuchen, die Schiden zu reparieren oder aber sie entscheidet, dass der Schaden
zu grof ist und leitet die Apoptose ein. Letzteres ist der gewiinschte Ausgang einer Tumorbe-
handlung mit Cisplatin. Bevor die Apoptose eingeleitet werden kann, miissen aber zunéchst
weitere Vorgénge in der Zelle stattfinden. Erster wichtiger Schritt ist dabei die Bindung
von DNA-Schadenserkennungsproteinen an den DNA-Schaden. Hierzu zéhlen im Falle von
Cisplatin-induzierten DNA-Schidden das Mismatch Reparaturprotein (MMR) MSH2, das Teil
des MutSa-Komplexes ist, der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) Komplex XPA-RPA, die
high mobility group 1 und 2 (HMG1/2) Proteine, der human RNA polymerase I transcription
upstream binding factor (hUBF), Histon H1 sowie das TATA binding protein (TBP) (Siddik,
2003; Wang und Lippard, 2005). Durch die Bindung der Proteine werden zum einen weitere
downstream Signaltransduktoren aktviert, zum anderen konnen sie aber auch zu einer Inhibierung
der DNA-Reparatur fithren. HMG1 kann u.a. zu einer Aktivierung des Tumorsuppressorproteins
p53 fithren. Gleichzeitig kann die Bindung von HMG1 aber auch zu einer Inhibierung von DNA-
Reparaturprozessen fithren (Cepeda et al., 2007; Gonzalez et al., 2001; Jamieson und Lippard,
1999; Wang und Lippard, 2005).

Generell sind an der Reparatur von Cisplatin-induzierten DNA-Schéden verschiedene Reparatursy-
steme beteiligt. Intrastrang Crosslinks werden vorzugsweise durch die NER repariert, wohingegen
Interstrang Crosslinks durch die interstrand crosslink (ICL) Reparatur repariert werden. Die ICL
Reparatur besteht aus einem komplexen Zusammenspiel verschiedener DNA-Reparatursysteme
wie der NER, der Doppelstrangbruch (DSB) Reparatur sowie der Translesionssynthese (Roos und
Kaina, 2013). Ein weiteres wichtiges beteiligtes Reparatursystem scheint die MMR, zu sein. Indem
MMR Proteine wéahrend des replicative bypass an Cisplatin-induzierte DNA-Schéden binden,
entsteht ein futiles cycling, d.h. der Schaden persistiert und kann zu einem Strangbruch mutieren
(Kweekel et al., 2005).
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Versucht eine Zelle einen DNA-Schaden zu beheben, so wird normalerweise ein Zellzyklusarrest
hervorgerufen, damit die Zelle mehr Zeit zum Reparieren des Schadens erhilt (Vermeulen et al.,
2003). Es zeigte sich, dass nach Cisplatin-induzierten DNA-Schidden zunéchst ein S-Phasenarrest,
gefolgt von einem Gg/M-Phasenarrest induziert wird (Siddik, 2003; Sorenson und Eastman, 1988).
Ein Zellzyklusarrest sowie eine vermehrte DNA-Reparatur stellen jedoch ein Hindernis in der
zytotoxischen Wirkung von Cisplatin dar, deshalb sollte der DNA-Schaden so exzessiv sein, dass

die Zelle mit der Reparatur tiberfordert ist und stattdessen die Apoptose einleitet.

Ein wichtiges Protein, das abwégt, ob sich eine Reparatur des Schadens lohnt oder ob die Zelle in
die Apoptose geht, ist p53, weshalb es auch Wachter des Genoms genannt wird. Es entscheidet folg-
lich {iber das Schicksal einer Zelle. Auch im Zuge des Wirkmechanismus von Cisplatin kommt p53
eine wichtige Rolle zu. Aktiviert wird es dabei u.a. von ATM und ATR entweder direkt oder iiber
die Kinasen Chk1 und Chk2 (Roos und Kaina, 2013; Siddik, 2003). P53 kann downstream dann Pro-
teine aktivieren, die das Zelliiberleben sichern sollen. Hierzu zédhlen Proteine des Zellzyklus wie p21
aber auch DNA-Reparaturbeteiligte Proteine wie GADD45A, PCNA, DDB2 oder XPC (Abbildung
2.5) (Cepeda et al., 2007; Jamieson und Lippard, 1999; Wang und Lippard, 2005). Gleichermafien
kann es aber auch Proteine aktivieren, welche die Apoptose einleiten. Dabei werden Proteine der
sogenannten Bcl-2-Familie induziert. Hierzu gehdren die proapoptotischen Proteine BAX, PUMA
sowie NOXA (Jiang et al., 2006; Gonzalez et al., 2001). Alle drei Proteine sind am sogenannten
intrinsischen Apoptoseweg beteiligt, welcher iiber die Mitochondrien ablduft. Eine vermehrte Ak-
tivierung dieser Proteine fithrt zur Permeabilisierung der Mitochondrienmembran. Dadurch tritt
u.a. Cytochrom C (Cyt C) in das Cytosol iiber und bildet dort mit APAF1 und der Caspase 9
ein sogenanntes Apoptosom (Fulda und Debatin, 2006). Caspase 9 ist eine Initiator Caspase, die
weiter die Effektor Caspase 3 aktiviert, die letztlich den weiteren Vorgang der Apoptose einleitet
(Gonzalez et al., 2001).

Neben dem intrinsischen Weg kann Cisplatin aber auch den extrinsischen Apoptoseweg einleiten.
Dabei wird die Apoptose tliber sogenannte Todesrezeptoren durch Ligandenbindung eingeleitet (Ful-
da und Debatin, 2006). Cisplatin kann hier sowohl p53-abhéngig als auch -unabhéngig tiber den
Fas-Rezeptor /Fas-Liganden (FasR/FasL) die Caspase 8 und schliefilich die Caspase 3 aktivieren
(Micheau et al., 1997; Gonzalez et al., 2001).

Neben der Signaltransduktion tiber p53 spielen weiterhin die MAPK, JNK sowie ERK Signalwege
eine Rolle, die aber wiederum mit dem p53-Signalweg zusammenhéngen koénnen (Gonzalez et al.,
2001; Wang und Lippard, 2005).

2.2.2 Nebenwirkungen

Jedes Chemotherapeutikum bringt verschiedene Nebenwirkungen mit sich. Diese entstehen auf-
grund der schlechten Selektivitéit der Substanzen zwischen Tumorzellen und normalen Zellen. Die
vorhandene geringe Selektividt, die sie mit sich bringen, beruht auf der Grundlage des hohen Néahr-

stoffbedarfs den Tumorzellen aufweisen. Dadurch weisen sie generell eine vermehrte Aufnahme auf.
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Abbildung 2.5: Signaltransduktion nach Cisplatin-induzierten DNA-Schiden. Cisplatin-
induzierte DNA-Schéden fiihren iiber DNA-Schadenserkennungsproteine zu einer Aktivierung von p53. P53
kann wiederum einen Zellzyklusarrest iiber p21 auslosen bzw. gleichzeitig DN A-Reparaturproteine aktivieren.
Sind die Schdden nicht sehr exzessiv, kann die Zelle so ihr Zelliiberleben garantieren. Ist der Schaden jedoch
zu grof}, kann p53 verschiedene proapoptotische Proteine induzieren, die iiber die Aktivierung verschiedener
Caspasen letztlich zur Einleitung der Apoptose fithren.

Deshalb sind vor allem sich vermehrt teilende Zellen von Nebenwirkungen betroffen. Darunter fal-
len insbesondere Schleimhautzellen von Mund, Hals, Magen und Darm. Dies erklirt die Ubelkeit
und das Erbrechen, auch bekannt als chemotherapy-induced nausea and vomiting (CINV), die eine
Chemotherapie mit sich bringt (Nurgali et al., 2018; Oun et al., 2018).

Weiterhin zédhlen Haarfollikel zu sich vermehrt teilenden Zellen, wodurch es bei Chemotherapien
zu Haarausfall am ganzen Korper kommt. Da sich auch Haarfollikel im Ohr befinden, kann es u.a.
aufgrund dessen zu Ototoxizitat kommen. Weiterhin kann die Blutbildung im Knochenmark beein-
flusst werden, das sich in einer Myelosuppression duflern kann (Oun et al., 2018).

Leber und Niere stellen respektive Detoxifizierungsorgan und Ausscheidungsorgan dar, wodurch
es deshalb zu einer vermehrten Anhidufung von Chemotherapeutika in diesen Organen kommen
kann. Deshalb kénnen Behandlungen mit Chemotherapeutika zu Hepatotoxizitdt bzw. Nephroto-
xizitat fithren. Generell gibt es bis zu 40 verschiedene Nebenwirkungen, die bei einer Behandlung

auftreten konnen (Oun et al., 2018). Welche Nebenwirkungen letztlich auftreten, héngt u.a. von
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der Dosis, aber auch der Reaktivitdt der Substanz ab. Jedes platinbasierte Chemotherapeutikum
besitzt eine sogenante dosislimitierende Nebenwirkung, d.h. die Nebenwirkung ist so stark, dass
eine Dosissteigerung zur weiteren Behandlung nicht méglich ist (Oun et al., 2018). Im Falle von
Cisplatin ist dies die Nephrotoxizitat. Jeder dritte Patient ist bei einer Behandlung mit Cisplatin
von renalen Schiden betroffen (Pabla et al., 2008). Nephrotoxizitit ist dabei ein Uberbegriff fiir
verschiedene Schéden, die in der Niere auftreten kénnen. Am schwerwiegendsten sind dabei akute
Nierenschdden (AKI), auch bekannt als akutes Nierenversagen, die in 20 - 30 % der Patienten
auftreten konnen (Miller et al., 2010). Eine AKI geht einher mit einer verminderten glomeruldren
Filtrationsrate (GFR), einem erhohten Serum Kreatinin- sowie erniedrigtem Serum Magnesium-
und Natriumspiegel (Pabla et al., 2008).

Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitét tritt in der funktionellen Einheit der Niere, dem Nephron auf
(Abbildung 2.6). Dabei ist vor allem der proximale Tubulus, genauer das S3 Segment betroffen
(Sahni et al., 2009). Der genaue Wirkmechanismus ist bis heute noch nicht genau geklart. Mogliche
Ursachen werden in Kapitel 2.6.1 besprochen. Um das Risiko einer Cisplatin-induzierten Nephro-
toxizitdt zu senken, kommen verschiedene Moglichkeiten zum Einsatz. Vor allem eine exzessive
Hydration mit Kochsalzlosung wird heute vermehrt angewandt. Ohne Hydration erlitten frither
70 % der Patienten renale Schéden (Launay-Vacher et al., 2008). Weitere Moglichkeiten stellen eine
Gabe von Antiemetika, um weiteren Fliissigkeitsverlust durch Erbrechen zu verhindern, sowie eine
Supplementierung von Magnesium und anderen Nahrungsergénzungsmitteln dar. Studien hierzu
zweifeln jedoch die Wirksamkeit dieser Applikationen an. Weiterhin werden vor jeder Behandlung
die renalen Funktionen iiberpriift. Hierbei wird u.a. die GFR sowie der Kreatininspiegel kontrolliert
(Launay-Vacher et al., 2008; Oun et al., 2018).

Patienten, die wihrend einer Cisplatin Behandlung Nierenschiden erleiden mussten, leiden auch
noch nach der Behandlung unter Folgeschaden, da sich die Niere nicht mehr vollstindig regenerien
kann (Barabas et al., 2008; Pabla et al., 2008).

Neben der Nephrotoxizitdt kénnen bei einer Behandlung mit Cisplatin auflerdem Nebenwirkun-
gen im Gastrointestinaltrakt auftreten. Weiterhin kann es zu Myelosuppression, Ototoxizitdt und
Neurotoxizitdt kommen (Barabas et al., 2008). Ototoxizitdt beinhaltet Schiden am Innenohr, die
zu einem beidseitigem Horverlust fithren konnen. Der Horverlust tritt vor allem bei hoheren Fre-
quenzen (> 4 kHz) auf und stellt sich als irreversibel heraus (Rybak et al., 2009). Insbesondere
kann es bei Kindern wéhrend einer Cisplatin Behandlung zu Hoérverlusten kommen (Oun et al.,
2018; Rybak et al., 2009). Dabei liegt die Inzidenz zwischen 26 und 90 % (Knight et al., 2005).
Kinder unter 5 Jahren zeigen dabei die hochste Inzidenz (Li et al., 2004). Warum vor allem Kinder
davon betroffen sind, ist bis heute unklar. Verantwortlich fiir die Ototoxiztitdt werden u.a. reakti-
ve Sauerstoffspezies (ROS) sowie eine vermehrte Aufnahme in Zellen der Cochlea gemacht (Sheth
et al., 2017). Bisher gibt es keine effektive Methode, um eine Cisplatin-induzierte Ototoxizitét zu
verhindern (Oun et al., 2018).

Myelosuppression und Neurotoxizitdt konnen zwar auch als Nebenwirkungen einer Cisplatin Be-

handlung auftreten, sie spielen aber eine wichtigere Rolle in den Nebenwirkungen von Carboplatin
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Abbildung 2.6: Aufbau der Niere und Lokalisation sowie Feinbau des Nephrons. Die funktionalen
Einheiten der Niere, die Nephrone, befinden sich sowohl im Nierenmark als auch in der Nierenrinde. Aufge-
baut ist ein Nephron aus einem Nierenkoérperchen, bestehend aus Bowman Kapsel und Glomerulus, sowie
einem Tubulusapparat aus proximalem und distalem Tubulus sowie der dazwischen liegenden Henleschleife.
Der proximale Tubulus ist eingeteilt in drei Segmente (S1-3). Durch Cisplatin verursachte renale Schiden
treten vor allem im S3 Segment auf.

und Oxaliplatin, weshalb im spéteren Verlauf noch einmal genauer darauf eingegangen wird.

Nebenwirkungen im Gastrointestinaltrakt beinhalten insbesondere die bereits erwédhnte CINV. Et-
wa 90 % aller Patienten leiden unter Ubelkeit und Erbrechen wihrend einer Behandlung mit Cis-
platin (Oun et al., 2018). Eine Befragung von Patienten, die mit Cisplatin behandelt wurden,
offenbarte eine starke Aversion der Patienten gegeniiber der CINV, die als duflerst unangenehm
empfunden wurde (Sun et al., 2005). Cisplatin fiihrt in Zellen des Gastrointestinaltrakts zu einer
Freisetzung von 5-Hydroxytryptamin (5-HT), das dann an Serotoninrezeptoren im zentralen und
peripheren Nervensystem binden kann und so zu Ubelkeit und Erbrechen fiihren kann. Eine CINV

kann deshalb durch Rezeptorantagonisten reduziert werden (Oun et al., 2018).

2.2.3 Resistenzen

Neben der dosislimitierenden Nebenwirkung von Cisplatin stellen Resistenzen eine weitere Limi-

tierung in der Tumorbehandlung mit Cisplatin dar. Diese konnen dem Tumor bereits innewohnen
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oder aber sich wihrend einer Behandlung erst entwickeln. So komplex sich der Wirkmechanismus
der Substanz darstellt, so komplex sind folglich auch Resistenzen. Diese entstehen durch Verande-
rungen an den beteiligten Mechanismen der antineoplastischen Wirkung der Substanz (Abbildung
2.7). Galluzzi und Kollegen teilen diese ein in pre-target, on-target, post-target und off-target
Mechanismen (Galluzzi et al., 2012, 2014).

Unter pre-target Mechanismen fallen zum einen eine verringerte intrazellulire Akkumulation,
zum anderen eine erhohte Detoxifizierung durch thiolhaltige Proteine bzw. Peptide wie GSH
und MT. On-target Mechanismen beinhalten Verédnderungen im Umgang der Zelle mit Cisplatin-
induzierten DNA-Schiden, wobei hier eine erhohte DNA-Reparaturkapazitdt und eine erhohte
DNA-Schadenstoleranz auftreten kénnen. Post-target Mechanismen stellen Verdnderungen in
der Signaltransduktionskaskade nach einem DNA-Schaden dar, wie z.B. Proteine, die an der
Apoptose beteiligt sind. Beziiglich off-target Mechanismen zeigte sich, dass auch Verdnderungen
an Signalwegen, die nicht direkt am Wirkmechanismus von Cisplatin beteiligt sind, zu Resistenzen
gegeniiber Cisplatin fithren kénnen (Galluzzi et al., 2012, 2014).

Resistente Tumoren weisen normalerweise Verdnderungen in mehreren Mechanismen auf, nur in
sehr seltenen Féllen ist nur ein einziger Mechanismus involviert (Siddik, 2003). Dies erschwert es
zusétzlich, Moglichkeiten zu finden, um Cisplatin-Resistenzen zu iiberwinden. Um so wichtiger ist

es, die Mechanismen genau zu untersuchen und zu verstehen.

Zu Verdnderungen in der Akkumulation von Cisplatin tragen sowohl Influx- als auch Effluxtrans-
porter bei. Bisherige Untersuchungen deuten darauthin, dass dabei die Kupfertransporter Ctrl und
ATP7A und ATP7B eine Rolle spielen (Kuo et al., 2007). In einer Cisplatin-resistenten Lungentu-
morzellinie sowie einer resistenten Blasentumorzelllinie konnte die Resistenz auf eine verminderte
Expression, einhergehend mit einer verminderten Akkumulation von Cisplatin, des Ctrl zuriickge-
fithrt werden (Song et al., 2004; Cetraz et al., 2017). Eine verminderte Akkumulation kann allerdings
auch auf einen erhohten Efflux zuriickzufithren sein. Hierbei zeigten mehrere Studien Verdnderun-
gen in der Expression von ATP7A und/oder ATP7B, die zu einer verminderten Akkumulation von
Cisplatin in resistenten Tumorzellen beitrugen (Kalayda et al., 2008; Katano et al., 2002; Nakaya-
ma et al., 2002; Yoshizawa et al., 2007).

Innerhalb der Zelle kann Cisplatin durch thiolhaltige Proteine und Peptide detoxifiziert werden.
Studien zeigten, dass sowohl GSH als auch MT vermehrt in Cisplatin-resistenten Tumorzelllinien
exprimiert werden konnen (Bedford et al., 1987; Kasahara et al., 1991; Meijer et al., 1992; Mellish
et al., 1993; Surowiak et al., 2007).

Eine verminderte Akkumulation sowie eine erhéhte Detoxifizierung von Cisplatin fithren gleicherma-
Ben zu weniger DNA-Schaden. Folglich ist die Substanz weniger effektiv in den Tumorzellen. Eine er-
hohte DNA-Reparaturkapazitit kann weiterhin zu einer vermehrten Reparatur von DNA-Schéden
fihren, wodurch die Effektivitdt ebenfalls eingeschrinkt sein kann. Der Grofiteil von Cisplatin-
induzierten DNA-Schidden wird durch die NER repariert. Dabei sind mindestens 20 verschiedene
Proteine an diesem Reparaturweg beteiligt (Galluzzi et al., 2012). Eine wichtige Rolle in Cisplatin-

Resistenzen spielen vor allem ERCC1 (excision repair cross-complementation group 1) bzw. der
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Abbildung 2.7: Mogliche Mechanismen, die einer Cisplatin-Resistenz zugrundeliegen konnen.
Cisplatin-Resistenzen kénnen durch eine verédnderte intrazellulare Akkumulation enstehen. Dabei konnen
Influxtransporter, wie z.B. der Kupfertransporter 1 (Ctrl), vermindert exprimiert werden. Gleichzeitig kon-
nen aber Effluxsysteme zu einer vermehrten Auschleusung der Substanz fithren. Aulerdem kann es zu einer
erhohten Detoxifizierung und damit Inaktivierung durch thiolhaltige Proteine bzw. Peptide kommen. Wei-
tere Mechanismen beinhalten eine vermehrte Reparatur von Cisplatin-induzierten DNA-Schéden sowie eine
erhohte DNA-Schadenstoleranz der Zelle. Verdnderungen in der Expression von apoptotischen Genen kénnen
auch ihren Teil zu einer Cisplatin-Resistenz beitragen.

ERCC1/XPF (zeroderma pigmentosum) Komplex und XPA. In verschiedenen Studien konnte eine
Korrelation zwischen einer Uberexpression von ERCC1 bzw. ERCC1/XPF und XPA und einer
Cisplatin-Resistenz festgestellt werden (Britten et al., 2000; Dabholkar et al., 1994; Ferry et al.,
2000; Usanova et al., 2010).

Im Vergleich zu einer gesteigerten Reparaturkapazitdt der NER kann eine verminderte bzw. fehlen-
de Reparatur durch die MMR zu Cisplatin-Resistenzen beitragen. Eine verminderte Expression des
DNA-Schadenserkennungproteins MSH2 fithrt zum Ausbleiben der weiteren Signaltransduktions-
kaskade. Dadurch ist Cisplatin z.B. resistent in Kolonkarzinomen, da diese haufig MMR-defizient
sind (Kweekel et al., 2005).

Zu einer erhohten DNA-Schadenstoleranz tragen das replicative bypass bzw. darin involvierte Poly-

merasen bei, die vermehrt in Cisplatin-resistenten Tumoren exprimiert sein kénnen (Koberle et al.,

2010).
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All diese Mechanismen fithren zu einer verminderten Induktion der Apoptose. Aber auch Verén-
derungen an apoptosebeteiligten Proteinen kénnen zu einem Ausbleiben der Apoptose beitragen.
Zum einen kénnen hier pb3-Mutationen zu Resistenzen beitragen, da pb3 eine Schliisselrolle in der
Cisplatin-induzierten Apoptose einnimmt. Ergebnisse von verschiedenen Studien stehen sich hier
allerdings kontréar gegeniiber, da manche einen Zusammenhang zwischen einer Cisplatin-Resistenz
und einer p53-Mutation zeigten (Branch et al., 2000; O’Connor et al., 1997), andere aber nicht (Bur-
ger et al., 1997; de Feudis et al., 1997; Schoch et al., 2018). Weiterhin kann es zu einer vermehrten
Expression von anti-apoptotischen Proteinen wie BCL-2 oder XIAP kommen (Koberle et al., 2010;
Siddik, 2003).

Neben diesen speziellen Mechanismen diirfen auch nicht die extrinsischen Faktoren, die einen Tumor
beeinflussen, vernachlassigt werden. Damit sind vor allem die Tumorvaskulatur, die die Durchblu-
tung eines Tumors beeinflusst, sowie die extrazellulare Matrix, d.h. Strukturproteine, die den Tumor
umgeben, gemeint. Diese konnen im Allgemeinen zu einer Resistenz gegeniiber einem Chemothera-

peutikum beitragen.

2.3 Carboplatin - Generation 2 der platinbasierten Chemothera-

peutika

Die Entdeckung von Rosenberg brachte einen grofien Forschungsbereich ins Rollen. Dabei entstand
u.a. eine Forschungsgemeinschaft zwischen dem Pharmaunternehmen Bristol-Meyrs, Johnson Mat-
they Plc, ein Unternehmen, das u.a. Edelmetalle raffiniert und recycelt sowie dem Institute of
Cancer Research (ICR) in London. Thr Ziel war es, eine Alternative zu Cisplatin zu entwickeln, die
entweder ein erweitertes therapeutisches Potential aufweist oder weniger Nebenwirkungen verur-
sacht. Durch dieses Forschungsprojekt entstand die 2. Generation von platinbasierten Chemothera-
peutika, wobei Carboplatin letztlich die Substanz war, die 1986 eine Zulassung bekam (Barnard,
2017).

Strukturell unterscheidet sich Carboplatin im Vergleich zu Cisplatin, wie bereits besprochen, nur in
seiner Abgangsgruppe, die aus einer 1,1-Cyclobutandicarboxylat-Gruppe besteht. Dieser Ligand ist
letztlich iiberhaupt fiir die Zulassung der Substanz verantwortlich. Denn vom Wirkmechanismus un-
terscheiden sich die zwei Substanzen kaum bis gar nicht, da Carboplatin die gleichen DN A-Schiden
in der Zelle verursacht wie Cisplatin, wodurch die gleiche Signaltransduktionskaskade eingeleitet
wird, die zum Zelltod fithrt (Knox et al., 1986; Wheate et al., 2010). Aufgrund dessen findet Carbo-
platin Einsatz fiir die gleichen Tumorarten wie Cisplatin. Mittlerweile wird Carboplatin bevorzugt
zu Cisplatin bei Ovarialkarzinomen eingesetzt, wohingegen in Hoden- und Blasentumoren sowie
in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereich immer noch Cisplatin das Mittel der Wahl ist
(Dilruba und Kalayda, 2016; Johnstone et al., 2016).

Der gleiche Wirkmechanismus der Substanz fiihrt allerdings auch dazu, dass Carboplatin kreuzre-
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sistent gegeniiber Cisplatin ist, d.h. Tumoren, die resistent gegeniiber Cisplatin sind, weisen auch

eine Resistenz gegeniiber Carboplatin auf (Go und Adjei, 1999).

Die beiden Substanzen unterscheiden sich demnach lediglich in der Kinetik, in der der Schaden ent-
steht. Der Aquatisierungsvorgang von Carboplatin lauft mit einer Geschwindigkeitskonstante von
10® s ab, wohingegen Cisplatin eine Geschwindigkeitskonstante von 107 s aufweist (Wheate
et al., 2010). Durch diese geringere Reaktivitat von Carboplatin kann die Substanz zum einen in
deutlich hoheren Dosen als Cisplatin eingesetzt werden, zum anderen fiihrt die Substanz zu weniger
Nebenwirkungen bzw. weniger starken Nebenwirkungen (Dilruba und Kalayda, 2016; Kelland, 2007;
Wheate et al., 2010). Im Vergleich zu Cisplatin ist Carboplatin weniger toxisch fiir den Gastrointe-
stinaltrakt und zeigt eine geringere Neurotoxizitét sowie Ototoxizitdat (Dilruba und Kalayda, 2016;
Kelland, 2007). Dosislimitierende Nebenwirkung ist im Falle von Carboplatin Myelosuppression,
d.h. die Blutbildung im Knochenmark wird durch die Substanz gestort. Dabei tritt vor allem die
Thrombozytopenie, d.h. ein Mangel an Thrombozyten, auf (Kelland, 2007; Oun et al., 2018). Etwa
jeder dritte Patient erleidet warend einer Carboplatin Behandlung eine schwere Thromobozytope-
nie (Go und Adjei, 1999). Veranderungen in der Blutbildung schwichen das Immunsystem eines
Patienten und machen ihn somit anfélliger fiir Infektionen, weshalb das Blutbild genauestens wéah-
rend einer Behandlung untersucht wird (Oun et al., 2018). Der zugrundeliegende Mechanismus der

Carboplatin-induzierten Myelosuppression ist nicht bekannt.

2.4 Oxaliplatin - Generation 3 der platinbasierten Chemothera-

peutika

Auch nach der Zulassung von Carboplatin wurde weiterhin nach neuen verbesserten platinbasier-
ten Substanzen geforscht. Einzelne Substanzen, wie Nedaplatin (Japan) oder Lobaplatin (China),
erhielten dabei nur Zulassungen fiir einzelne Lénder. Das Schweizer Pharmaunternehmen Debio-
pharma Group™ trieb die Entwicklung von Oxaliplatin voran, das letztenendes 2002 eine weltweite
Zulassung fir die Behandlung von Kolorektalkarzinomen bekam (Barnard, 2017). Damit ist Oxali-
platin das bisher neueste zugelassene platinbasierte Chemotherapeutikum. Gleichzeitig war es auch
das erste, dass in der Lage war, eine Cisplatin-Resistenz zu iiberwinden. Der Erfolg der Substanz

scheint dabei auf den DACH-Liganden der Substanz zuriickzufiihren zu sein.

Oxaliplatin bildet ebenfalls wie Cisplatin und Carboplatin verschiedene DNA-Schéden, die DNA-
Intrastrang, DNA-Interstrang und DNA-Protein Crosslinks, aber auch DNA-Monoaddukte beinhal-
ten (Chaney et al., 2005; Alcindor und Beauger, 2011). Untersuchungen iiber die Induktion von
DNA-Schiaden offenbarten, dass Cisplatin deutlich mehr DNA-Schéden als Oxaliplatin induzier-
te. Dennoch erwies sich Oxaliplatin als gleichermafien potent wie Cisplatin (Woynarowski et al.,
1998, 2000). Folglich scheinen Oxaliplatin-induzierte DNA-Schéden effektiver zu sein als Cisplatin-
induzierte. Uber den Grund gibt es bisher nur Hypothesen. Es wird postuliert, dass sowohl Cisplatin
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als auch Oxaliplatin die DNA in Richtung der grofien Furche verzerren (Mani et al., 2002). Durch
den DACH-Liganden ist der Schaden aber sperriger, so dass in Kombination mit der verzerrten
DNA-Helix DNA-Reparaturproteine nur schlecht bis gar nicht binden kénnen (Alcindor und Beau-
ger, 2011; Perego und Robert, 2016; Wheate et al., 2010). So persistieren die Schéiden und sind
folglich letaler als Cisplatin-induzierte DNA-Schéiden.

Hier soll auch der Grund fiir das Uberwinden der Cisplatin-Resistenz in Kolonkarzinomen liegen.
Fine Studie iiber das Spektrum von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin in Zelllinien des NCI 60
panels, das 60 charakterisierte Tumorzelllinien beinhaltet, offenbarte fiir Oxaliplatin eine deutlich
unterschiedliche Aktivitat im Vergleich zu Cisplatin und Carboplatin. Auffillig war dabei die Effek-
tivitdt in den Kolonkarzinomzellinien (Rixe et al., 1996). Kolonkarzinome sind oft defizient in der
MMR, weshalb Cisplatin nicht wirksam ist, da die DNA-Schadenserkennung u.a. MMR~abhéngig
ist. Im Falle von Oxaliplatin scheint diese jedoch unabhéngig von MMR-Proteinen zu sein, wodurch
Oxaliplatin effektiv in MMR-defizienten Tumoren ist (Kweekel et al., 2005).

Ein weiterer Grund fiir die Effektivitdt von Oxaliplatin in Kolonkarzinomen findet sich im Auf-
nahmemechanismus der Substanz. Es zeigte sich, dass Oxaliplatin vermehrt iiber den OCT2, aber
auch den OCT1 aufgenommen wird (Zhang et al., 2006). Diese werden in Kolonkarzinomen oft
tiberexprimiert, wodurch Oxaliplatin vermehrt aufgenommen werden kann (Dilruba und Kalayda,
2016). Gleichzeitig scheint Oxaliplatin auerdem unabhéngig von einer Aufnahme iiber den Ctrl
zu sein, wodurch es Cisplatin-Resistenzen, die mit einer verminderten Ctrl Expression einhergehen,
potentiell iiberwinden kénnte (Dilruba und Kalayda, 2016; Holzer et al., 2006).

Eine offensichtlich unterschiedliche DNA-Schadenserkennung, unabhéngig von der MMR, deutet
auf einen unterschiedlichen Mechanismus von Oxaliplatin im Vergleich zu Cisplatin und Carbopla-
tin hin. Bisher gibt es aber nur wenige detaillierten Studien {iber die Schadenserkennung und damit
auch die nachfolgende Signaltransduktionskaskade, die Oxaliplatin in der Zelle auslost. Eine neue
Studie von Bruno und Kollegen untersuchte die DNA-Schadensantwort (DDR) nach Behandlung
mit Oxaliplatin. In ihren Untersuchungen konnten sie keine Aktivierung der DDR feststellen. Sie
postulieren deshalb, dass Oxaliplatin-induzierte DNA-Schéden nicht essentiell sind fiir die zytotoxi-
sche Wirkung. In weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass Oxaliplatin vermehrt zu ribosomalem
Stress fithrt, weshalb sie argumentieren, dass dieser Mechanismus Teil der zytotoxischen Wirkung
ist (Bruno et al., 2017). Hierzu sind weitere Untersuchungen dringend nétig, da Oxaliplatin eventu-

ell ein unerwartetes Potential birgt, wodurch es nicht nur effektiv in Kolonkarzinomen sein konnte.

Neben der Uberwindung der Kolonkarzinomresistenz spricht fiir Oxaliplatin weiterhin ein geringeres
Nebenwirkungsprofil. Die Oxalatgruppe als Abgangsgruppe stellt gleichermaflen wie der Cyclobut-
anring von Carboplatin eine stabile Abgangsgruppe dar, wodurch der Schweregrad der Nebenwir-
kungen deutlich reduziert ist (Wheate et al., 2010). Aber auch Oxaliplatin weist eine dosislimitieren-
de Nebenwirkung auf, namlich die Neurotoxizitat. Diese betrifft zwischen 60 - 95 % aller Patienten,
die mit Oxaliplatin behandelt werden. Dabei unterscheidet sich jedoch der Schweregrad. Etwa 20 %

der betroffenen Patienten leiden unter schweren Neurotoxizitdten (Oun et al., 2018). Die verursach-
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ten Schiden am Nervensystem duflern sich vor allem in peripheren Neuropathien, d.h. Patienten
leiden unter Schmerzen, Schwéche oder Taubheitsgefiihlen der Extremitdten (Oun et al., 2018). Es
wird dabei zwischen akuten, die bereits wihrend der Infusion auftreten kénnen, und chronischen
Neuropathien, die durch eine kumulative Applikation entstehen kénnen, unterschieden (Alcindor
und Beauger, 2011; Cersosimo, 2005). Beide Formen der Neuropathien sind jedoch reversibel und
fithren, anders als Cisplatin-induzierte Nierenschédden, nicht zu bleibenden Schéden (Oun et al.,
2018).

Ursache fiir die Neuropathien soll der Oxalatligand sein. Dieser chelatiert zum einen Calcium- und
Magensium-Ionen, wodurch indirekt auf den Na™- sowie den K™-Kanal Einfluss ausgeiibt wird. Zum
anderen kann Oxalat die Kanéle aber auch direkt beeinflussen (Kweekel et al., 2005; Oun et al.,
2018; Weickhardt et al., 2011). Zur Prevention konnen deshalb Calcium- und Magnesiuminfusionen
gegeben werden, wobei Studien iiber den Nutzen der Infusionen eine Diskrepanz aufweisen. Weitere
Studien offenbarten, dass ROS ebenfalls eine Rolle in der Induktion der Neuropathien spielen (Di
Cesare Mannelli et al., 2013a,b; McQuade et al., 2016).

2.5 Platin(IV)-Komplexe - die neue Generation platinbasierter

Chemotherapeutika?

Der Erfolg bzw. die Effektivitdt von platinbasierten Chemotherapeutika spricht eindeutig fiir diese
Substanzklasse. Allerdings wird auch deutlich, dass sie einige Nachteile mit sich bringen, weshalb
sie stetig weiter entwickelt werden. Dabei in den Fokus geratene Verbindungen sind Platin(IV)-
Komplexe.

Ihre Struktur unterscheidet sich dabei zu Platin(II)-Komplexen, indem sie zwei zusétzliche axiale
Liganden aufweisen (Abbildung 2.8). Dadurch unterscheiden sie sich weiterhin deutlich in ihren
physikochemischen Eigenschaften (Johnstone et al., 2016). Die zwei axialen Liganden fiihren zu
einer oktaedrischen Struktur mit einem koordinativ geséttigten (Koordinationszahl (KZ) = 6) zen-
tralem Pt(IV). Das macht sie im Vergleich zu den quatratisch planaren (KZ = 4) Pt(II)-Komplexen
resistenter gegeniiber Ligandensubstitutionen (Johnstone et al., 2016; Kenny et al., 2017). Diese Ei-
genschaft fiihrt zu einer niedrigeren Reaktivitat, die im Hinblick auf unerwiinschte Nebenwirkungen
von Vorteil sein kann (Hall et al., 2007).

Die axialen Liganden kénnen verschiedene Gruppen aufweisen. Je nachdem, welche Liganden sub-
stituiert werden, lassen sich die Eigenschaften der Substanz verdndern oder aber es lassen sich
dadurch gezielt zelluldre Strukturen angreifen (Johnstone et al., 2016). Carboxylatgruppen erho-
hen beispielsweise die Lipophilitdt der Substanz. Ethacraplatin besitzt zusétzliche Liganden, die ein
zelluldres Target besitzen (Abbildung 2.9). Es weist zwei Ethacrynsédure Liganden auf, die an GSH
binden kénnen und so die Gluathion-S-Transferase (GST) inhibieren. Dadurch wird eine vermehrte
Detoxifizierung durch GSH verhindert (Johnstone et al., 2016).
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Abbildung 2.8: Grundsruktur von Platin(IV)-Komplexen. Platin(IV)-Komplexe besitzen zusétzlich,
neben der Abgangsgruppen (X) und nicht-Abgangsgruppen (L) Liganden, zwei Liganden in axialer Position
(R). Dadurch erhalten die Komplexe eine oktaedrische Struktur. In axialer Position lassen sich Liganden
substituieren, die affin gegeniiber einem zelluldren Target sein kénnen, oder die Eigenschaften der Substanz
verdndern konnen (modifiziert nach Johnstone et al., 2016).

Platin(IV)-Komplexe werden erst in der Zelle durch Reduktion zu einem Platin(II)-Komplex aktiv.
Aus diesem Grund gelten sie als prodrug (Hall et al., 2007; Kenny et al., 2017). Aufgrund des lipo-
philen Charakters, den viele Platin(IV)-Komplexe aufweisen, wird auflerdem eine orale Aufnahme
ermoglicht. Eine orale Aufnahme bietet die Moglichkeit, dass der Patient die Applikation selbst
durchfithren kann und er somit nicht von einer langen intraventse Gabe durch geschultes Personal
abhéngig ist.

Der Prozess der Reduktion von einem Platin(IV)- zu einem Platin(II)-Komplex ist von zwei Fak-
toren abhéngig. Zum einen bestimmt der Ligand selbst den Prozess, zum anderen hat aber auch
die biologische Umgebung einen Einfluss (Johnstone et al., 2016). Zu einem kleinen Teil kénnten
auch die dquatorialen Liganden einen Einfluss darauf haben, wobei dies als umstritten gilt (Hall
und Hambley, 2002).

Choi und Kollegen zeigten, dass die Reduktionsrate eines Platin(IV)-Komplexes abhéngig ist vom
Redoxpotential seines axialen Ligandens. Dabei findet bei axialen Chlorid-Liganden die Redukti-
on am schnellsten statt, am langsamsten bei Hydroxyl-Liganden und dazwischenliegend Carboxyl-
Liganden (Choi et al., 1998). Eine Reduktion kann letztlich aber nur unter bestimmten biologischen
Umstidnden vonstattengehen. Diese sind erst in der Zelle gegeben. Es wird postuliert, dass vor al-
lem Reduktionsmittel mit geringem Molekulargewicht wie Ascorbat oder GSH fiir die Reduktion
der Platin(IV)-Komplexe verantwortlich sind (Wexselblatt und Gibson, 2012). So ist es auch nicht
erstaunlich, dass Untersuchungen in verschiedenen Zellinien eine unterschiedliche Redoxrate des
gleichen Platin(IV)-Komplexes in den Zelllinien zeigte, denn jede Zelle weist eine unterschiedliche

Komposition an zelluldren Bestandteilen auf (Nemirovski et al., 2007).

Bisher haben es vier Platin(IV)-Komplexe in die klinische Phase geschafft (Abbildung 2.10). Als
einer der ersten Platin(IV)-Komplexe durchlief Ormaplatin, auch bekannt als Tetraplatin, die klini-

sche Phase. Doch bereits nach Phase I Untersuchungen zeigten sich sehr schwere Neurotoxizitaten.
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Abbildung 2.9: Struktur des Platin-(IV)-Komplexes Ethracaplatin.

Diese lassen sich vermutlich auf die schnelle Reduktion der axialen Chlorid-Liganden zuriickfithren

(Johnstone et al., 2016). Iproplatin wurde zwar in verschiedenen Phase I - III Studien untersucht,

bisher zeigte sich aber kein Vorteil der Substanz gegeniiber Cisplatin oder Carboplatin. Gleiches
gilt fur die oral verabreichbare Substanz Satraplatin (Kenny et al., 2017). LA-12 hat die klinische

Phase zwar bereits erreicht, allerdings gibt es hierzu noch keine publizierten Daten (Apps et al.,

2015).

Obwohl es bisher noch keine Substanz zu einer klinischen Anwendung geschafft hat, bieten

Platin(IV)-Komplexe dennoch ein grofies Potential, weshalb auf diesem Gebiet noch weiterhin sehr

viel Forschung betrieben wird.
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Abbildung 2.10: Strukturformeln der Platin(IV)-Komplexe, die die klinische Phase erreicht

haben.
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2.5.1 Platin(IV)-nitroxyl-Komplexe (PNCs)

Zu den Platin(IV)-Komplexen, an denen weiterhin geforscht wird, z&hlt auch die Substanzklasse
der Platin(IV)-nitroxyl-Komplexe (PNCs). Das zusétzliche Nitroxyl-Radikal, das diese Substanzen
aufweisen, birgt ein antioxidatives Potential (Cetraz et al., 2017; Sen’ et al., 2012). Es lassen sich
dabei grundsétzlich 2 Strukturen unterscheiden (Abbildung 2.11). Dabei kénnen PNCs entweder
einen 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl-Rest (TEMPO) oder einen 2,2.5,5-Tetramethylpyrrolidin-
1-oxyl-Rest aufweisen (Sen’ et al., 2012; Cetraz et al., 2017).

OR C|)R
HsN Cl H3N Cl
"She il
0—N N/|\CI ‘0O——N N | ci
H:  Or H2  OR
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl-Derivate 2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidine-1-oxyl-Derivate

Abbildung 2.11: Grundstrukturformeln von Platin(IV)-nitroxyl-Komplexen (PNCs). Es las-
sen sich grundséitzlich zwei verschiedene Strukturen unterscheiden. PNCs kdnnen entweder einen 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin-1-oxyl-Rest oder einen 2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin-1-oxyl-Rest aufweisen. Substitu-
iert sind sie in axialer Position mit Carboxylatgruppen mit verschiedenen Langen (OR).

Neben platinbasierten Chemotherapeutika gibt es weitere verschiedene Hybridsubstanzen, die ein
Nitroxyl-Radikal aufweisen. Neben anderen wurden z.B. 5-Fluorouracil (5-FU) oder Daunorubicin
mit einem Nitroxyl-Radikal gekoppelt und untersucht. In Untersuchungen der Substanzen zeigte
sich, dass diese im Vergleich zur Stammverbindung zu weniger Nebenwirkungen fithrten und gleich-
zeitig effektiver waren. Das Daunorubicin-Derivat Ruboxyl war sogar sehr erfolgreich in Phase 1T
Studien, wurde aber aus finanziellen Griinden nicht weiter untersucht (Sen’ et al., 2012).

Nitroxyl-Radikale, wie TEMPO oder TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxyl),
sind stabile freie Radikale, die aufgrund ihrer Struktur mit anderen freien Radikalen interagieren
koénnen. Dadurch erhalten sie ihre antioxidativen Eigenschaften und kénnen ROS detoxifizieren. Ihre
Stabiliat erhalten die Substanzen durch die Methylgruppen in a-Stellung (Soule et al., 2007). Un-
tersuchungen zeigten, dass der ROS-detoxifizierende Mechanismus von Nitroxyl-Radikalen dem der
Superoxiddismutase dhnelt (Goldstein et al., 2003; Krishna et al., 1992; Mitchell et al., 1990; Rach-
milewitz et al., 1994). Zelluléar liegen Nitroxyl-Radikale in einem Equilibrium mit ihrer reduzierten
Form, einem Hydroxylamin, vor. Das Equilibrium wird dabei durch den Sauerstoffgehalt und den
Redoxstatus des umgebenden Milieus beeinflusst (Soule et al., 2007). Als Intermediat liegt aufler-
dem noch eine weitere Spezies vor, ein sogenanntes Oxoammonium-Kation (Abbildung 2.12). Das
Redoxpaar aus Nitroxyl-Radikal und Oxoammonium soll fiir die SOD-dhnliche Aktivitdt der Sub-
stanzen verantwortlich sein (Goldstein et al., 2003; Krishna et al., 1992; Soule et al., 2007). Durch

die protonierte Superoxidform HOs * entsteht zunéchst aus dem Nitroxyl-Radikal das Oxoammoni-
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um. Dieses kann dann durch das Superoxidanionenradikal Os*~ wieder zum Nitroxyl-Radikal und
Sauerstoff abgebaut werden (Krishna et al., 1992; Soule et al., 2007). Bei dieser Reaktion entsteht
weiterhin HoOo. Auch gegen H2Os sollen Nitroxyl-Radikale eine protektive Wirkung haben. Diese
stellt sich im Falle von H2O9 aber eher als indirekt heraus, denn Nitroxyl-Radikale kénnen die
Fenton-Reaktion unterbinden. Fe?T, das an die DNA chelatiert ist, reduziert das Nitroxyl-Radikal
zur Hydroxylamin-Spezies und wird selbst dabei zu Fe3* oxidiert. Dadurch wird die Bildung der
ultimativen reaktiven Sauerstoffspezies OH* verhindert (Mitchell et al., 1990).

RN—O
Nitroxyl-Radikal
+H@
O
D\
-e
+
RN=—7=O —@> RN——OH
+2e
Oxoammonium-Kation Hydroxylamin

Abbildung 2.12: Gleichgewichtsreaktion von Nitroxyl-Radikalen und deren Hydroxylamin-
Spezies bzw. Oxoamminium-Kation in vivo. Durch Einelektroneniibertragungen kénnen aus einem
Nitroxyl-Radikal ein Hydroxylamin bzw. ein Oxoammonium-Kation entstehen. Das Verhéltnis der Substan-
zen wird durch zelluldre Redoxaktivitdten bestimmt.

Da Nebenwirkungen von Chemotherapeutika oftmals mit der Bildung von ROS im Zusammenhang
stehen, fiihrte dies zur vermehrten Synthese von Nitroxyl-Derivaten verschiedener Chemotherapeu-
tika. Weitere Untersuchungen zeigten aulerdem, dass Nitroxyl-Radikale paradoxerweise auch eine
zytotoxische Wirkung aufweisen. Interessanterweise scheint diese sich auch nur auf Tumorzellen zu
beschrianken (Gariboldi, 1998; Suy et al., 2005). Der zugrundeliegende Mechanismus ist bis heu-
te allerdings unbekannt. Weitere Studien zeigten auflerdem eine mogliche anti-inflammatorische
Wirkung von Nitroxyl-Radikalen (Flores-Santana et al., 2012). Diese konnte jedoch auch auf die
antioxidative Wirkung zuriickzufithren sein, da Inflammationsprozesse durch ROS ausgelést werden

konnen.

Aufgrund dieser Eigenschaften bergen PNCs ein grofles Potential als neues platinbasiertes Che-
motherapeutikum, da sie die Effektivitdt von platinbasierten Chemotherapeutika mit der anti-
oxidativen Eigenschaften von Nitroxyl-Radikalen paaren. In ihrer axialen Position weisen PNCs
Carboxylatgruppen auf. Diese kénnen von unterschiedlicher Lénge sein. Carboxylatgruppen stellen
zum einen Liganden mit mittlerem Abgangspotential dar, zum anderen erhéhen sie die Lipophilitat
der Substanz. Folglich sind sie durchschnittlich reaktiv und sie kénnen durch passive Diffusion in

die Zelle aufgenommen werden.
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Eine mittlere Reaktivitat gepaart mit der antioxidativem Wirkung des Nitroxyl-Radikals kénnte
zu weniger Nebenwirkungen fithren. Bisher gibt es hierzu jedoch noch keine Studien.

Die Effektivitdt von PNCs konnte in verschiedenen Studien jedoch schon gezeigt werden. In einer
in vivo Studie an Méusen zeigten der Piperidin-1-oxyl und Pyrrolidin-1-oxyl-Komplex gepaart mit
einer Acetoxygruppe als axiale Liganden eine &hnliche Wirkung wie Cisplatin. Als noch effektiver
zeigte sich eine gleichzeitige Gabe der jeweiligen Substanz mit Cisplatin (Sen’ et al., 2006). In einer
Studie an Hela Zellen sowie einer weiteren in RT112 Zellen, einer Blasentumorzelllinie, zeigte sich,
dass die zytotoxische Wirkung der Substanzen mit ihrer Lipophilitdt zusammenhéngt. Je langer
die Kohlenstoffkette der axialen Carboxylatgruppe, um so héher war die Aufnahme der Substanz
in die Zelle und um so zytotoxischer war die Substanz letztlich, da die Aufnahme gleichermafien
mit der DNA-Platinierung korrelierte (Cetraz et al., 2017; Komleva et al., 2015).

Weiteren Untersuchungen wurde die Substanz PN149 unterzogen (Abbildung 2.13). In einem zell-
freien Assay mit bakterieller supercoiled DNA zeigten sich fiir PN149 im Vergleich zu Cisplatin
keine oxidativen DNA-Schéiden. Dies kénnte auf die antioxidative Wirkung des Nitroxyl-Radikals
zuriickzufithren sein. Eine Manipulation des Ctrl zeigte auBerdem keinen Einfluss auf die Aufnah-
me der Substanz in RT112 Zellen (Cetraz et al., 2017). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass
PNCs hauptséchlich iiber passive Diffusion in die Zelle aufgenommen werden kénnten und damit
unabhéingig von Transportsystemen sind. Dies konnte ein Vorteil bei resistenten Tumoren sein,
bei denen die Resistenz auf eine verdnderte Expression von Transportern zuriickzufiihren ist. Eine
Untersuchung in Cisplatin-resistenten RT112-CP Zellen offenbarte, dass PNCs dieselbe zytotoxi-
sche Wirkung in der resistenten Sublinie wie in der parentalen Zelllinie zeigten. Dabei lief3 sich die
Cisplatin-Resistenz auf eine verminderte Expression des Ctrl zuriickfithren (Cetraz et al., 2017).

Folglich bestéatigten diese Ergebnisse die oben genannte Hypothese.

Bisherige Untersuchungen verdeutlichen noch einmal das Potential, das PNCs besitzen, weshalb es

wichtig ist, die Substanzen weiter zu untersuchen.

PN149

Abbildung 2.13: Strukturformel des Platin(IV)-nitroxyl-Komplexes PN149.
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2.6 Platinbasierte Chemotherapeutika und deren Wirkungen in

Nierenzellen

Aufgrund ihrer Funktion als Ausscheidungsorgan ist die Niere besonders dem Einfluss von Xenobio-
tika ausgesetzt. Viele Pharmazeutika scheitern in der klinischen Phase aufgrund einer induzierten
Nephrotoxizitdt. Dies ist auch der Fall bei Cisplatin. Carboplatin und Oxaliplatin fiithren indessen
kaum bis nicht zu Nierenschéden. Die Datenlage hierzu, warum nur Cisplatin zu Nierenschidden
flihrt, ist bislang eher schlecht. Dennoch sollen mégliche Unterschiede im Folgenden herausgear-
beitet werden, wobei zunédchst auf die zugrundeliegenden Mechanismen der Cisplatin-induzierten

Nephrotoxizitéit eingegangen werden soll.

2.6.1 Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitit

Obwohl die Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitéit bereits in den Anfingen der klinischen Studien der
Substanz festgestellt wurde, ist der zugrundeliegende Mechanismus bis heute noch nicht vollstéandig
aufgeklart (Miller et al., 2010). Untersuchungen deuten jedoch daraufhin, dass, sobald Cisplatin in
den Tubuluszellen ist, sich die Wirkung kaum von der antineoplastischen Wirkung unterscheidet.
Dazu zédhlen DNA-Schédden, eine Induktion von p53 und der Apoptose sowie oxidativer Stress und
Inflammationsprozesse. Daneben soll aulerdem die Bildung eines Nephrotoxins iiber die Bindung
von Cisplatin an GSH enstehen (Manohar und Leung, 2018; Yao et al., 2007). Bevor diese intra-
zelluldren Auswirkungen iiberhaupt stattfinden koénnen, muss Cisplatin erst einmal in die Zelle
aufgenommen werden. Hier liegt vermutlich das grofle Problem der Substanz.

In proximalen Tubuluszellen konnte eine ca. 5x héhere Akkumulation von Cisplatin als im Blut-
plasma festgestellt werden. Dabei finden sich die héchsten Konzentrationen im S3 Segment (Yao
et al., 2007). Dies erklart, warum vor allem dieses Segment von renalen Schiden betroffen ist. Die
Exkretion von Cisplatin erfolgt innerhalb der Niere iiber glomerulédre Filtration sowie {iber tubulére
Sekretion (Abbildung 2.14). Auf der basolateralen Seite der proximalen Tubuluszellen wird Cispla-
tin iiber verschiedene Transporter aufgenommen und luminal iber weitere Transporter in den Urin
ausgeschieden (Abbildung 2.15). Neben dem Ctrl spielt insbesondere der OCT2 eine kritische Rolle
in der Aufnahme von Cisplatin in proximale Tubuluszellen (Yao et al., 2007).

Waéhrend der Ctrl in allen Zellen vorhanden ist, beschrinkt sich die Lokalistation des OCT2 vor
allem auf die Niere. Er konnte aber auch in Zellen der Cochlea nachgewiesen werden (Ciarimboli,
2014). Etliche Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der Aufnahme tiber den OCT2 und
der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitat feststellen (Ciarimboli et al., 2005, 2010; Filipski et al.,
2008; Ludwig et al., 2004; Pabla et al., 2009; Sprowl et al., 2014; Tanihara et al., 2009; Yokoo
et al., 2007; Yonezawa et al., 2005; Yonezawa und Inui, 2011). Luminal kann Cisplatin dann wieder
iiber den MATE1/2-K (multidrug and toxin extrusion 1/2K) bzw. den ATPTA /7B (ATPase copper
transporting alpha/beta) in den Urin abgegeben werden. Auch im Falle der MATE-Transporter spielt

deren Lokalisation eine Rolle. Sie werden vermehrt in der Biirstensaummembran, d.h. der lumina-
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len Seite, in der Niere exprimiert (Burger et al., 2011). Es zeigte sich, dass ein knockout des MATE1
zu einer verstirkten nephrotoxischen Wirkung fiihrte (Nakamura et al., 2010). Folglich spielen der

Influx sowie der Efflux eine entscheidende Rolle in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitét.

afferente Ateriole

efferente Ateriole

tubulare Sekretion

@ Cisplatin
(@ Proteingebundenes Cisplatin

Abbildung 2.14: Aussscheidungsmechanismen von Cisplatin innerhalb des Nephrons. Cisplatin
kann sowohl iiber glomeruldre Filtration tiber den Glomerulus als auch iiber tubuldre Sekretion der proxi-
malen Tubuluszellen {iber den Urin ausgeschieden werden.

Nach der Aufnahme von Cisplatin in die Zelle, kénnen die bereits erwidhnten Mechanismen ablaufen.
Ein viel diskutierter Vorgang ist die Biotransformation von Cisplatin zu einem toxischeren Meta-
boliten. Darin involviert soll die y-Glutamyltranspeptidase (GGT) sein (Hanigan und Devarajan,
2003). In Studien zum Einfluss der GGT auf Cisplatin zeigten sich gegensitzliche Ergebnisse im
Bezug auf den Einfluss in Tumor- und Nierenzellen. Wohingegen eine vermehrte Expression von
GGT in Tumorzellen zu einer vermehrten Resistenz gegen Cisplatin fithrte, offenbarte ein knock-
out des Enzyms eine verminderte nephrotoxische Wirkung (Hanigan et al., 1999, 2001). Gelangt
Cisplatin in die Zelle, kann es u.a. an GSH binden, was den ersten Schritt in der Metabolisierung
zum Nephrotoxin darstellt. Diese Cisplatin-GSH-Konjugate werden wieder aus der Zelle heraus-
transportiert. Durch die GGT, die in der nach aufien gerichteten Membran lokalisiert ist, entsteht
ein Cisplatin-Cysteinylglycin-Konjugat, das weiter durch die Aminopeptidase N zu einem Cisplatin-

Cystein-Konjugat gespalten wird. Dieses Konjugat wird wieder von der Zelle aufgenommen. Hier
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Abbildung 2.15: Beteiligte Transporter am transzelluliren Transport von Cisplatin in pro-
ximalen Tubuluszellen. Cisplatin wird in die proximalen Tubuluszellen vor allem {iber den organischen
Kationen Transporter 2 (OCT2) und den Kupfertransporter 1 (Ctrl) aufgenommen. Beide Transporter befin-
den sich dabei in der basolateralen Membran. Luminal wird Cisplatin {iber den MATE1/2-K (multidrug and
toxin extrusion 1/2-K) und den ATP7A /7B (ATPase copper transporting alpha/beta) an den Urin abgegeben.

wird es durch die Cystein-S-Konjugat-$-Lyase in ein reaktives Thiol gespalten, dass dann mit es-
sentiellen Proteinen reagieren kann (Abbildung 2.16) (Zhang und Hanigan, 2003).

Um diesen Vorgang zu verhindern, kénnen Thiolverbindungen wahrend der Behandlung mit Cis-
platin verabreicht werden. Sie sollen die Bildung des Cisplatin-GSH-Komplexes verhindern, indem
sie selbst an Cisplatin binden. Amifostin ist dabei bisher allerdings die einzige Substanz, die durch

die FDA genehmigt wurde, wobei ihr Nutzen fragwiirdig ist (Manohar und Leung, 2018).

Neben einer vermehrten Aufnahme sowie der Bildung eines Nephrotoxins spielen in der Cisplatin-
induzierten Nephrotoxizitdt auch Vorgénge eine Rolle, die fiir die antineoplastische Wirkung essenti-
ell sind, wie DNA-Schéden, eine Induktion von p53 und die Apoptose. Alle drei Vorgénge hidngen da-
bei zusammen. Cisplatin induziert verschiedene DNA-Schéden, durch Signaltransduktion u.a. iiber
p53 kann es dann zu einem Zellzyklusarrest kommen, wobei gleichzeitig DNA-Reparatursysteme
versuchen die DNA zu reparieren. Ist es der Zelle nicht moglich den Schaden zu reparieren, so wird

sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Apoptoseweg induziert (Jiang et al., 2004, 2006;
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Abbildung 2.16: Metabolismus von Cisplatin in proximalen Tubuluszellen zu einem toxi-
scheren Nephrotoxin. Cisplatin bindet intrazellulir an Glutathion (GSH). Dieser Komplex wird wieder
aus der Zelle ausgeschleust. Extrazelluldr spaltet die y-Glutamyltranspeptidase (GGT) den Komplex in
ein Cisplatin-Cysteinylglycin-Konjugat (Pt-CyGl), das wiederum durch die Aminopeptidase N (AP-M) zu
Cisplatin-Cystein (Pt-Cy) gespalten wird. Dieses Konjugat wird wieder in die Zelle aufgenommen und dort
durch die Cystein-S-Konjugat-S-Lyase (Cy-S-g-L) in ein reaktives Thiol gespalten.

Wei et al., 2007; Zhu et al., 2015). Wahrend man frither annahm, dass die Cisplatin-induzierte
Nephrotoxizitdt iber nekrotische Vorgénge ablauft, liegt der Fokus heutzutage vermehrt auf der
Induktion der Apoptose. Dennoch geht die Apoptose immer einher mit der Nekrose (Pabla et al.,
2008).

Zwei weitere wichtige Mechanismen, die im Zuge der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitdt immer
wieder diskutiert werden, sind die Induktion von oxidativem Stress sowie von Inflammationspro-
zessen. Vieles deutet darauthin, dass vor allem durch eine Fehlregulation in den Mitochondrien der
Tubuluszellen vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen kénnen (Santos et al., 2007;
Yang et al., 2014; Zsengeller et al., 2012). Aber auch eine Depletion von antioxidativen Enzymen
sowie GSH spielen eine Rolle (Hanigan und Devarajan, 2003; Huang, 2001; Husain et al., 1998;
Sadzuka et al., 1992). Es zeigte sich, dass vor allem proximale Tubuluszellen fiir eine vermehrte
Induktion von ROS anféllig sind (Tsutsumishita et al., 1998).

Fehlregulationen der Mitochondrien beinhalten eine verminderte Aktivitdt der Cytochrom-C-
Oxidase (COX) und gleichzeitig auch eine verminderte Expression von Komplex IV Proteinen der
Atmungskette (Yang et al., 2014). Weiterhin zeigten Untersuchungen eine verminderte Expression
des mitochondrialen antioxidativen Enzyms Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD) (Tanabe
et al., 2012). Verdnderungen in der Atmungskette fiihren zu einer vermehrten Bildung an ROS.
Gleichzeitig werden diese durch verminderte Enzymaktivitdt von antioxidativen Schutzenzymen
weniger abgebaut.

Mitochondriale Fehlregulationen entstehen durch Schiden an den Mitochondrien. Diese hédngen im
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Falle von Cisplatin mit den induzierten DNA-Schéden und der DNA-Schadensantwort zusammen.
Denn diese fithren, wie bereits erwdhnt, zur Induktion der Apoptose u.a. iiber den intrinsischen
Weg. Der intrinsische Apoptoseweg lauft iiber die Mitochondrien ab. P53 kann die Proteine
BAX, PUMA oder NOXA induzieren, welche dann zu einer Permeabilisierung der Mitochondri-
enmembran fithren und es infolgedessen zu einem Austritt von Cytochrom ¢ (Cyt C) kommt
(Elmore, 2007; Yang et al., 2014). Weiterhin konnte auch gezeigt werden, dass Cisplatin an die
mitochondriale DNA (mDNA) binden kann und so zu mitochondrialen Fehlregulationen fithren
kann (Kohno et al., 2015; Marullo et al., 2013; Santos et al., 2007).

Letztliche Auswirkung von ROS sind oxidative Schdden an Makromolekiilen in der Zelle. Sie
kénnen aber auch als Signaliibertréger agieren und zur Induktion des Zelltodes fiihren. Hierbei
soll es u.a. einen Zusammenhang zwischen ROS und p53 geben (Pabla et al., 2008). In einer
Studie zeigte sich auflerdem, dass unterschiedliche ROS zu unterschiedlichen Zelltodmechanismen
beitragen konnen (Baek et al., 2003).

Eine vermehrte Bildung von ROS kann gleichzeitig mit einer Induktion von inflammatorischen
Prozessen einhergehen. Entziindungsreaktionen werden auch im Zuge der Cisplatin-induzierten
Nephrotoxizitit beobachtet. Dabei kommt es zu einer vermehrten Expression von Zytokinen und
Chemokinen (Pabla et al., 2008; Ramesh und Reeves, 2002). Eine zentrale Rolle spielt der Tu-
mornekrosefaktor alpha (TNF-a) (Ramesh und Reeves, 2002, 2003, 2005). TNF-« ist nicht nur
an Inflammationsprozessen beteiligt, sondern auch am extrinsischen Apoptoseweg (Pabla et al.,
2008; dos Santos et al., 2012). In seiner Funktion als Zytokin fithrt es zur Aktivierung weiterer
Zytokine und Chemokine, die letztlich zu einer Rekrutierung von Zellen des Immunsystems fithren
(dos Santos et al., 2012). TNF-a wird vermehrt von Immunzellen gebildet, aber nicht-Immunzellen
konnen das Zytokin ebenfalls bilden (Miller et al., 2010). Eine Studie zeigte, dass im Zuge von
Cisplatin-induzierten Nierenschidden TNF-« nicht durch Immunzellen, sondern direkt von renalen
Epithelzellen gebildet wird (Zhang et al., 2007). Induziert werden kann TNF-« u.a. durch ROS,
aber auch durch NF-xB (nuklear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) (dos San-
tos et al., 2012; Vyas et al., 2014). NF-xB gilt generell als wichtiger Regulator der Transkription
verschiedener Inflammationsgene. Neben TNF-« beeinflusst es auflerdem die Interleukine IL-1, IL-6
und IL-8 (Vyas et al., 2014). Durch die Induktion dieser Prozesse trégt die Inflammation ihren Teil

zur Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitat bei.

Die Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitit entpuppt sich zusammenfassend als ein komplexer Vorgang

aus mehreren verschiedenen Prozessen, die in Abbildung 2.17 noch einmal dargestellt sind.
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Abbildung 2.17: Zelluliare Vorginge der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitat. Verschiedene Fak-
toren tragen zu der durch Cisplatin induzierten Nephrotoxizitdt bei. An erster Stelle steht dabei die hohe
Akkumulation der Substanz, die vermutlich vor allem iiber die Aufnahme {iber den organischen Kationen-
transporter 2 (OCT2) ermoglicht wird. In der Zelle kann Cisplatin dann zu einem Nephrotoxin iiber die
Bindung zu Glutathion (GSH) umgewandelt werden. Weiterhin kann Cisplatin zu DNA-Schéden fithren, die
u.a. zu einer Aktivierung von p53 fithren. Eine ausgeloste mitochondriale Fehlregulation fiihrt zur vermehrten
Induktion von ROS, die zu weiteren Schiaden in der Zelle fithren. Cisplatin kann aulerdem tiber verschiedene
Zytokine und Chemokine wie TNF-o Inflammationsprozesse auslosen. Letztlich wird durch alle Vorgéinge
die Apoptose iiber den extrinsischen als auch den intrinsischen Weg eingeleitet. Neben der Apoptose wird
der Zelltod auch in geringem Ausmaf iiber die Nekrose eingeleitet.

2.6.2 Carboplatin und Oxaliplatin - warum sie im Vergleich zu Cisplatin nicht

nephrotoxisch sind

Aufgrund der schwerwiegenden Nephrotoxizitat, induziert durch Cisplatin, wird seit Jahren an
Moglichkeiten geforscht, die Nephrotoxizitdt zu verhindern bzw. zu umgehen. Diese Moglichkei-
ten beinhalteten die Entwicklungen von Carboplatin und Oxaliplatin. Beide Substanzen fithren
in der Regel in der Klinik nicht zu Nierenschidden. Es stellt sich demnach die Frage nach dem
Warum. Eine Antwort auf die Frage gibt es bisher nicht. Uber den Einfluss der drei Substanzen
auf die Niere bzw. Nierenzellen gibt es nur wenige Studien. Allgemein ist bekannt, dass je labiler

der Abgangsgruppen Ligand ist, umso reaktiver und damit umso toxischer sind platinbasierte Sub-
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stanzen (Oun et al., 2018). Demnach fiihrt Cisplatin mit seinen eher labilen Abgangsgruppen im
Vergleich zu Carboplatin und Oxaliplatin, die eher stabile Liganden aufweisen, generell zu mehr
bzw. schwerwiegenderen Nebenwirkungen. Dennoch weisen auch Carboplatin und Oxaliplatin ihre
Nebenwirkungen auf. Folglich kann die Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitat nicht nur auf die labi-
len Liganden zuriickgefithrt werden.

Im Kapitel zuvor wurde die wichtige Rolle der Akkumulation von Cisplatin in proximalen Tubulus-
zellen erldutert. Diese konnte der zentrale Faktor sein, warum Oxaliplatin und Carboplatin nicht
nephrotoxisch sind. Eine in vivo Studie in Ratten zeigte eine deutlich niedrigere renale Akkumula-
tion von Carboplatin und Oxaliplatin im Vergleich zu Cisplatin (Yokoo et al., 2007). Im Zuge der
Akkumulation fallen weiter die Transporter OCT2 und MATE1/2-K in den Fokus (Yonezawa und
Inui, 2011). Wie bereits erwidhnt wurde, werden diese Transporter vor allem in der Niere exprimiert
und tragen dort mafgeblich zum Transport von organischen Kationen bei. Der OCT?2 ist dabei
fiir den Transport in die Zelle verantwortlich. Es zeigte sich, dass Oxaliplatin gleichermaflen wie
Cisplatin ein Substrat fiir den OCT2 darstellt und iiber diesen intrazelluldr aufgenommen wird. Im
Vergleich dazu erwies sich Carboplatin nicht als Substrat fiir den OCT2 (Yonezawa et al., 2006;
Zhang et al., 2006). Bisher ist nicht klar, warum Cisplatin und Oxaliplatin, aber nicht Carboplatin
ein Substrat fiir den OCT2 darstellen. Diskutiert wird hierbei, dass die Elektronegativitat der Ab-
gangsgruppen die Substratspezifitdt des Transporters definiert (Yonezawa und Inui, 2011).
Waéhrend fiir Carboplatin deshalb postuliert wird, dass eine fehlende Aufnahme iiber den OCT?2 eine
potentielle nephrotoxische Wirkung verhindert, muss es fiir Oxaliplatin einen anderen Grund ge-
ben. Dieser kénnte in den Effluxtransportern MATE1 und MATE2-K liegen. Studien zeigten, dass
Oxaliplatin ein Substrat sowohl fiir den MATET1 als auch den MATE-2K darstellt und dadurch ver-
mehrt aus der Zelle ausgeschleust wird, weshalb Oxaliplatin nur zu einer geringen Akkumulation in
der Niere fithrt. Weiterhin zeigte sich, dass Cisplatin nicht iiber den MATE2-K transportiert wird
und nur in geringem Mafle iber den MATE1 (Yokoo et al., 2007; Yonezawa et al., 2006). Demnach
wird postuliert, dass Oxaliplatin zwar in proximale Tubuluszellen aufgenommen wird, jedoch aber
auch vermehrt wieder ausgeschleust wird. Gepaart mit der geringeren Reaktivitdt der Substanz
koénnte dies eine Erklarung fiir die fehlende Nephrotoxizitat von Oxaliplatin sein. Carboplatin wird
hingegen kaum von den Zellen aufgenommen und wird so hauptséchlich iiber glomerulire Filtration

mit dem Urin ausgeschieden.
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Fragestellung

Eine steigenden Tendenz an Krebsinzidenzfillen sowie -todesfillen erfordert eine intensive For-
schung an Behandlungsmethoden. Auf dem Gebiet der Chemotherapeutika gibt es verschiedene
Ansétze fiir Neuentwicklungen. Zum einen erfolgen Untersuchungen von bereits zugelassenen Che-
motherapeutika in Tumorarten, fiir die die Substanz bisher nicht zugelassen ist, um das Wirkspek-
trum zu erweitern. Zum anderen wird der Wirkmechanismus dieser Substanzen im Detail weiter
untersucht. Diese Untersuchungen geben Riickschliisse auf die Struktureigenschaften, die fiir die
Entwicklung neuer Substanzen hilfreich sind.

Als eine der am héufigsten angewandten Chemotherapieformen gilt die platinbasierte Chemothera-
pie. Intensive Forschung an Cisplatin fiihrte zu der Entwicklung und Zulassung von Carboplatin
und Oxaliplatin.Trotz des Erfolges der Substanzen bergen diese immer noch Nachteile, die es weiter
zu untersuchen gilt. Weiterhin sind die Wirkmechanismen der Substanzen, besonders von Oxali-
platin, aufgrund ihrer Komplexitédt immer noch nicht vollstindig erforscht. Ihr unterschiedliches
Wirkspektrum sowie ihre spezifischen dosislimitierenden Nebenwirkungen deuten auf essentielle
mechanistische Unterschiede hin.

Deshalb gilt es in dieser Arbeit, die Wirkmechanismen der drei platinbasierten Chemotherapeu-
tika zunéchst im Detail auf molekularer sowie funktioneller Ebene zu untersuchen und diese zu
vergleichen. In der Nierenkarzinomzellinie A498 soll zunéchst das zytotoxische Potential der drei
Substanzen ermittelt werden. Weiter gilt es, wichtige Parameter fiir platinbasierte Chemotherapeu-
tika, wie die intrazellulire Akkumulation sowie DNA-Platinierung, zu untersuchen. Die Erstellung
von Genexpressionsprofilen mittels Hochdurchsatz RT-qPCR. soll Aufschluss iiber wichtige Signal-
transduktionswege geben. Untersucht werden dabei die DN A-Schadensantwort und -Reparatur, Zell-

zyklus und Proliferation, oxidative Stressantwort und Inflammation sowie Apoptose und wichtige
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Transkriptionsfaktoren. Verdnderungen, die sich auf Genexpressionsebene ergeben, sollen weiterhin
auf funktioneller Ebene mit verschiedenen Methoden abgeklart werden. Die generierten Ergebnisse
tragen so weiter zur Aufklarung der charakteristischen Struktureigenschaften der Substanzen bei.
Besonders fiir Oxaliplatin fehlen bisher detaillierte Untersuchungen.

Im weiteren Verlauf soll der Wirkmechanismus der neuen platinbasierten Substanz PN149 aufge-
klart werden. Diese zeigte in bisherigen Untersuchungen ein vielversprechendes Potential als neues
Chemotherapeutikum (Cetraz et al., 2017). Da bisher nichts iiber den detaillierten Wirkmechanis-
mus der Substanz bekannt ist, soll eine Einordnung der gewonnenen Ergebnisse zu den Wirkme-
chanismen der drei anderen Substanzen erfolgen.

Abschliefend erfolgen Untersuchungen zum nephrotoxischen Potential der Substanzen in einer
immortalisierten proximalen Tubuluszelllinie (ciPTEC) sowie Nierennormalzellen. Nephrotoxizi-
tat stellt die dosislimitierende Nebenwirkung von Cisplatin dar. In der Klinik werden weder fiir
Carboplatin noch fiir Oxaliplatin Nierenschdden beobachtet. Diesen Unterschied gilt es herauszuar-
beiten, denn bisher gibt es hierzu kaum vergleichende Untersuchungen. Auflerdem wird fiir PN149
postuliert, dass seine Strukturmerkmale zu weniger Nebenwirkungen fithren kénnten. Hierzu gibt
es bisher keine Untersuchungen, weshalb die Untersuchungen Aufschluss iiber die Hypothese geben

koénnen.
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Material und Methoden

Im Anhang befindet sich eine detaillierte Auflistung der verwendeten Chemikalien und Lésungen.

4.1 Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden zum Schutz vor Kontaminationen unter einer Laminar Flow
Sterilwerkbank der Schutzstufe 2 durchgefiihrt.

4.1.1 Zelllinien und Kultivierungsbedingungen

Zur Behandlung der Fragestellung des Wirkmechanismus der Substanzen wurde die Zelllinie A498
eingesetzt. Diese stammten aus dem proximalen Tubulus eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms
(ccRCC) und wurden einer 52 jahrigen Patientin entnommen. Es handelt sich dabei um Epithel-
zellen, die addrent im Monolayer wachsen (Giard et al., 1973). Erworben wurde die Zelllinie von
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ). Nierenzellkarzinome
sind resistent gegeniiber klassischen Chemotherapeutika. Die Ansprechrate liegt bei nur 5 - 6 %
(Rini et al., 2009). Aufgrund dessen ist es essentiell, hier weiter Forschung zu betreiben und neue
Kombinationen oder generell neue Chemotherapeutika auszutesten. Des Weiteren entstammen re-
nale Zellkarzinome oft dem proximalen Tubulus, welches ebenfalls den Ursprungsort der Cisplatin-
induzierten Nephrotoxizitat darstellt.

Die Kultivierung von A498 Zellen erfolgte in RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium)
mit 10 % fetalem Kélber Serum (FKS) sowie 100 U/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin.
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Die Zellen wurden weiterhin bei 37 °C, 5 % COy und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Da es sich
bei A498 Zellen um eine permanente Zelllinie handelt, mussten die Zellen alle 2 - 3 Tage subkul-
tiviert werden. Dafiir wurde zunéchst das Medium abgesaugt, mit phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) gewaschen und anschliefend mit Trypsin-EDTA-L6sung versetzt. Nach einer Einwirkzeit von
ca. 1 min wurden der Zellrasen mit Hilfe einer Pipette abgelost und ein entsprechender Anteil an
Zellsuspension in ein neues Kultivierungsgefifl mit vorgelegtem Medium {iberfithrt. A498 Zellen
wurden bis zu einer Passagenzahl von 8 - 38 verwendet.

Fiir die Einordnung des Wirkmechanismus von PN149 wurden zusétzlich alle Versuche von Cisplatin
und PN149 in der Zelllinie RT112 durchgefiihrt. RT112 Zellen entstammen aus einem Blasentumor
einer Patientin unbekannten Alters (Masters et al., 1986). Cisplatin wird erfolgreich fiir die Be-
handlung von Blasentumoren eingesetzt, weshalb diese Zelllinie zum weiteren Vergleich eingesetzt
wurde. Die Zellen wurden freundlicherweise von Dr. John Masters bereitgestellt.

RT112 Zellen sind ebenfalls Epithelzellen, die adhérent in Monolayern wachsen. Die Kultivierung
erfolgte wiederum bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in RPMI-1640 Medium. Die Sub-
kultivierung erfolgte im selben Ablauf wie fiir die A498 Zellen, wobei die Einwirkzeit von Trypsin ca.
5 min betrug. Zur besseren Ubersicht werden die generierten Daten der RT112 Zellen im Anhang

aufgelistet.

Um die Frage des nephrotoxischen Potentials zu bearbeiten, wurde die Zelllinie ciPTEC (condi-
tionally immortalized prozimal tubule epithelial cells) eingesetzt. CiPTEC Zellen entstammen aus
dem proximalen Tubulus und wurden aus dem Urin eines gesunden Probanden gewonnen und
durch Transfektion mittels SV40T (SV40 large T antigen) und h"TERT (human telomerase reverse
transcriptase) konditionell immortalisiert. Eine Transfektion mittels SV40T erlaubt es den Zellen
wieder zu prolifieren. Zur Proliferation bendttigen sie allerdings geringere Temperaturen, weshalb
ciPTEC Zellen bei 33 °C kultiviert werden. Erhéht man die Temperatur auf 37 °C erfolgt wiederum
die Inaktiverung des SV40T und die Zellen differenzieren wieder aus. Durch den hTERT Vektor
wird die Lédnge der Telomere beibehalten, um eine replikative Seneszenz zu vermeiden. Sie wurden
ausfiihrlich charakterisiert, vor allem speziell im Hinblick auf Transporteigenschaften, und ihr Ur-
sprung des proximalen Tubulus sichergestellt (Wilmer et al., 2010). Erworben wurden die Zellen
von Dr. Martijn Wilmer.

CiPTEC Zellen wurden in DMEM-HAM’s F12 phenolrotfreiem Medium kultiviert. Das Medium
wurde mit 10 % FKS, 5 pg/mL Insulin, 5 pg/mL Transferrin, 5 ng/mL Selen, 36 ng/mL Hydro-
cortison, 10 ng/mL EGF (epidermal growth factor) sowie 40 pg/mL Triiodthyronin (T3) versetzt.
Zur Kultivierung bei Proliferationstemperatur wurde zusétzlich zum Medium 5 % einer Losung aus
100 U/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin (P/S) zugegeben. Zur Subkultivierung wurden
die Zellen, wie bereits erwahnt, bei 33°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Dabei
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) gewaschen.
Anschlielend wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA-L6sung versetzt und fiir 5 min bei 37 °C belas-
sen.

Zum Ansetzen eines Exeperiments wurden die Zellen zunéchst fiir 24 h bei 33 °C mit Medium mit
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Zusatz von P /S kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen in 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit
umgesetzt. Dabei wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit P/S-freiem Medium versetzt
und fiir 7 Tage bei 37 °C kultiviert, wobei die Zellen in dieser Zeit ausdifferenzieren konnten. Dabei
wurde alle 2 - 3 Tage das Medium erneuert. CiPTEC Zellen wurden von einer Passagenzahl von 30
- 60 eingesetzt.

Fiir alle Versuche wurden ciPTEC Zellen in einer Dichte von 55000 Zellen/cm? ausgestreut. Um

Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Zellen auflerdem nur in Zellkulturflaschen kultiviert.

Als Vergleich zu den ciPTEC Zellen wurden zusétzlich Nierennormalgewebszellen (NT) eingesetzt.
Diese wurden Patienten im Universitdtsklinikum Mainz entnommen und wurden freundlicherwei-
se von Dr. Walburgis Brenner zur Verfiigung gestellt. NT’s wurden in RPMI-1640 Medium mit
10 % FKS, 100 U/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin und 37 °C, 5 % CO2 und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Subkultivierung erfolgte wie bei den A498 Zellen.

4.1.2 Kryokonservierung und Inkulturnahme von Zellen

Um im Laufe der Arbeit erneut auf niedrige Passagenzahlen der Zelllinien zuriickgreifen zu kénnen,
wurden diese nach Erhalt mittels Kryokonservierung tiefgefroren.

Zum Tieffrieren der A498 Zellen wurde eine ca. 95 % konfluente 10 cm Zellkulturschale verwendet.
Die Zellen wurden wie zur Subkultivierung abgelost. Die Zellsuspension wurde mit Medium versetzt
und anschliefend fiir 3 min bei 1300 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Medium wurde im Anschluss
abgesaugt, sodass ein Zellpellet erhalten wurde. Das Zellpellet wurde mit 1 mL Tieffriermedium,
bestehend aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) und 90 % FKS, versetzt und resuspendiert. Die
Zellsuspenion wurde folgend in ein zuvor auf Eis gelagertes Kryorohrchen tiberfithrt. Das Kryorohr-
chen wurde dann in einem mehrstufigen Tieffrierprozess eingefroren. Hierfiir wurde ein Becherglas,
welches mit Papierhandtiichern ausgekleidet wurde, verwendet. Das Kryorohrchen wurde dabei zwi-
schen die Papierhandtiicher gestellt und iiber Nacht bei -80 °C gelagert. Am néchsten Tag wurde
das Kryorohrchen in den Stickstofftank tiberfiihrt, sodass die Zellen weiter auf -196 °C abkiihlen
konnten. So wurde eine Kiihlgeschwindigkeit von -1 °C/min gewéhrleistet.

Zur Kryokonservierung der ciPTEC Zellen wurde eine zu 95 % konfluente T75 Flasche verwendet.
Die Zellen wurden ebenfalls abgelost und pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 2,5 mL
Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf Eis gestellt. DMSO wurde ebenfalls auf Eis
gestellt, sobald beides eiskalt war, wurden weitere 2,5 mLL DMSO zur Zellsuspension gegeben, so-
dass eine DMSO Konzentration von 10 % erreicht wurde. Je 1 mL aus dieser Zellsuspension wurde
in ein Kryoréhrchen tberfiihrt. Anschlielend wurde zum weiteren Tieffrieren wie mit den A498

Zellen verfahren.

Zur Inkulturnahme von kryokonservierten Zellen wurde das Kryorchrchen ziigig im Wasserbad bei
37 °C aufgetaut. Sobald keine Eiskristalle mehr erkennbar waren, wurde die Zellsuspension in ein

Zellkultivierungsgefa mit vorgelegtem Medium {iberfithrt. Nach 4 h Stunden wurde das Medium
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erneuert, um das vorhandene DMSO zu entfernen. Nach ca. einer Woche konnten die Zellen fir

Experimente verwendet werden.

4.2 Platinbasierte Chemotherapeutika

Die Behandlung der Zellen erfolgte mit den drei klinisch zugelassenen platinbasierten Chemothe-
rapeutika Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Weiterhin wurde die noch nicht zugelassene
Substanz PN149 eingesetzt. Cisplatin wurde vom Stddtischen Klinikum Karlsruhe zur Verfiigung
gestellt. Es handelt sich hierbei um eine zur Infusion anwendbare Losung mit einer Konzentration
von 1 g/L. Carboplatin und Oxaliplatin wurden als Konzentrat zur Herstellung einer Infusions-
l6sungen kommerziell von der Firma Accord erworben. Die Konzentration von Carboplatin belief
sich auf 10 mg/mL, die von Oxaliplatin auf 5 mg/mL. PN149 wurde von Vasily Sen’ vom Institute
of Problem of Chemical Physics der Russian Academy of Sciences synthetisiert und in Pulverform
zur Verfiigung gestellt. Daraus wurde eine Lésung in DMSO mit einer Konzentration von 5 mM

hergestellt.

Um moglichst nahe an der klinischen Applikation zu sein, wurden verschiedene Konzentrationen
und Inkubationszeiten der jeweiligen Substanz angepasst. Fiir Cisplatin liegt der klinisch relevante
Bereich des Blutplasmalevels bei ca. 10 - 50 uM (de Jongh et al., 2001, 2004; O’Dwyer et al.,
2000; van Hennik et al., 1987). Carboplatin weist einen stabileren Liganden auf, weshalb es weniger
reaktiv ist. Deshalb kann es in hoheren Konzentrationen als Cisplatin eingesetzt werden (Kelland,
2007; Wheate et al., 2010). Der Konzentrationsbereich von Carboplatin lag daher bei 50 - 500 pM.
Oxaliplatin weist einen &hnlichen Konzentrationsbereich wie Cisplatin auf (O’Dwyer et al., 2000),

weshalb hier Konzentrationen von 20 - 160 pM eingesetzt wurden.

Fiir die Inkubationszeiten wurde sich an der klinischen Gabe von Cisplatin orientiert. Cisplatin
kann als Infusionslésung intravenos innerhalb 1 h verabreicht werden. Nach 24 h ist der GroBteil
von Cisplatin wieder ausgeschieden. Carboplatin und vor allem Oxaliplatin kénnen unterschiedlich
verabreicht werden. Dennoch wurde sich, zur besseren Vergleichbarkeit, an der Gabe von Cisplatin
orientiert und deshalb eine Inkubationszeit fiir die A498 Zellen von 1 h gewéhlt. Abweichend hierzu
wurde fiir die Versuche der intrazelluliren Akkumulation sowie DNA-Platinierung eine Inkubati-
onszeit von 2 h gewahlt, da eine einstiindige Inkubation nicht ausreichend fiir die Sensitivtét der
Graphitrohr-AAS ist.

Die Untersuchung des nephrotoxischen Potentials beinhaltet eine andere Fragestellung als die Un-
tersuchung des Wirkmechanismen der Substanzen in Tumorzellen. Deshalb wurde sich hier an der
Ausscheidezeit von Cisplatin orientiert, weshalb hierfir eine Inkubationszeit von 24 h gewéhlt wur-
de.
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4.3 Zytotoxizitatsstudien

Die Bestimmung der Zytotoxizitdt der platinbasierten Substanzen erfolgte zum einen mittels rela-
tiver Zellzahl (RCC - relative cell count) sowie zum anderen anhand des Kolonieformationsassays
(CFA). Dabei galt die Bestimmung der relativen Zellzahl zur Untersuchung der akuten Toxizitét,

wohingegen der CFA zur Untersuchung der Langzeittoxizitdt zum Einsatz kam.

4.3.1 Bestimmung der relativen Zellzahl

A498 Zellen

Zur Bestimmung der relativen Zellzahl wurden 2,5 x 10° A498 Zellen in 6 cm Schalen ausgestreut
und fir 24 h kultiviert. Dabei wurde jede Probe in Doppelbestimmung angesetzt. Neben einer
unbehandelten Kontrollprobe wurden jeweils Behandlungen fiir Cisplatin mit 10, 20, 40 und 80 uM,
fur Carboplatin mit 40, 80, 160, 320 und 500 pM, fiir Oxaliplatin mit 20, 40, 80 und 160 pM sowie
fir PN149 mit 10, 20, 40 und 80 uM angesetzt. Die Proben wurden zur Behandlung fiir 1 h mit
der jeweiligen Substanz und Konzentration inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und wiederum Medium auf die Zellen gegeben
und die Zellen fiir weitere 72 h nachinkubiert.

Um die Zellzahl anschliefend zu bestimmen, wurden die Zellen, wie oben beschrieben, abgelost und
in ein 15 mL Roérchen tiberfithrt. Aus dieser Zellsuspension wurde ein 50 pL. Aliquot entnommen,
in 5 mL CASY®-Ton-Elektrolytlosung iiberfihrt und am CASY®-Zellzdhlgeriat (CASY® TTC
Cell Counter & Analyser System) die Zellzahl bestimmt. Die Messung erfolgte dabei jeweils in
Doppelbestimmung.

Die Bestimmung der relativen Zellzahl von Cisplatin und PN149 in A498 Zellen erfolgte im Rahmen

der Masterarbeit von Sabine Gajewski.
ciPTEC Zellen

Um das nephrotoxische Potential der Substanzen zu iiberpriifen, wurde ebenfalls die relative Zellzahl
in ciPTEC Zellen bestimmt. Dafiir wurden 1,375 x 10% Zellen in T25 Flaschen ausgestreut und
wie in Kapitel 4.1.1 kultiviert. Vergleichend zu den A498 Zellen wurden die Proben jeweils in
Doppelbestimmung gemessen sowie eine unbehandelte Kontrollprobe mitgefiihrt. Inkubiert wurden
die Zellen fiir 24 h mit jeweils Cisplatin (10, 20, 50 nM), Carboplatin (100, 200, 500 pM), Oxaliplatin
(20, 50, 100, 150 pM) sowie PN149 (10, 20, 50 pM). Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt,
die Zellen fiir 48 h weiterkultiviert und anschliefend die Zellzahl bestimmt. Dabei erfolgte die

Bestimmung der Zellzahl nach demselben Schema wie fiir die A498 Zellen.

Die Untersuchung der relativen Zellzahl wurde fiir alle Zelllinien in jeweils drei unabhéngigen Ex-
perimenten bestimmt. Um die relative Zellzahl zu ermitteln, wurden die Behandlungen prozentual

auf die unbehandelte Kontrolle normiert.
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4.3.2 Kolonieformationsassay

Zur Bestimmung der chronischen Toxizitat wurde die Kolonieformationsféhigkeit (CFA) untersucht.
Hierfiir wurden 600 A498 Zellen in 6 cm Schalen ausgestreut und fiir 24 h kultiviert. Jede Probe
wurde in Dreifachbestimmung ausgestreut, auflerdem wurde eine unbehandelte Kontrollprobe mit-
gefiihrt. Darauf folgte eine einstiindige Inkubation mit den jeweiligen platinbasierten Substanzen.
Cisplatin, Oxaliplatin und PN149 wurden in den Konzentrationen 5, 10, 15 und 20 ntM angewandyt,
wohingegen Carboplatin in den Konzentrationen 50, 100, 150 und 200 uM eingesetzt wurde. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und erneut
mit Medium versetzt. Anschliefend wurden die Zellen fiir weitere 12 Tage kultiviert, sodass sich
Kolonien ausbilden konnten.

Zum Anfirben der Kolonien wurden diese zunéchst mit eiskaltem 96 %igem Ethanol fiir 5 min
fixiert. Der Ethanol wurde abgenommen und weitere Ethanolreste wurden im Abzug abgedampft.
Anschlieflend wurden die Kolonien fiir 1 h mit einer 1:20 verdiinnten Giemsa-Farbelosung angeférbt.
Die Farbelosung wurde wieder abgenommen, restliche Féarbelosung mit bidest HoO abgewaschen
und anschlieBend wurden die Schalen getrocknet, sodass die Kolonien abschieflend mit Hilfe des

Koloniezéhlgerites (Colony Counter BZG-30) ausgeziahlt werden konnten.

Vergleichbar mit der relativen Zellzahlbestimmung wurde die Koloniebildungsfahigkeit in drei unab-
héngigen Experimenten bestimmt. Auch hier wurden die behandelten Proben auf die unbehandelte

Kontrollprobe prozentual normiert.

4.4 Intrazellulare Akkumulation

Die intrazellulare Akkumulation von platinbasierten Chemotherapeutika Idsst sich mittels

Graphitrohr-Atomabsorptionsspektroskopie (GF-AAS) ermitteln.

4.4.1 Zellkultur

A498 Zellen

Zur Bestimmung der intrazelluliren Akkumulation in A498 Zellen wurden 2 x 10° Zellen in 10 cm
Schalen ausgestreut und fiir 24 h kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen fiir 2 h mit jeweils
50 nM platinbasierter Substanz inkubiert. Fiir Carboplatin erfolgte eine zusétzliche Inkubation
von 300 ntM. Abweichend zu anderen Experimenten wurde hier aufgrund der mangelnden Sensiti-
vitdt der GF-AAS eine Inkubationszeit von 2 h gewédhlt. Zum Abbruch der Inkubation wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschliefend abgelost. Die Zellsuspension
wurde in ein 15 mL Rohrchen iiberfithrt und bei 4 °C und 1300 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Vorher
wurde noch die Gesamtzellzahl am CASY®-Zellzihlgerit bestimmt. Der Uberstand wurde abge-
saugt und das Zellpellet in 1 mL PBS resuspendiert und in ein 1,5 mL Reaktionsgefafl tiberfiihrt.
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Dies wurde unter denselben Bedingungen erneut zentrifugiert und anschlieBend wiederum der Uber-
stand abgenommen. Das Zellpellet konnte dann bei -20 °C gelagert werden. Die Bestimmung der
intrazelluldren Akkumulation von Cisplatin und PN149 in A498 Zellen erfolgte im Rahmen der

Masterarbeit von Sabine Gajewski und erfolgte in drei voneinander unabhéngigen Experimenten.
CiPTEC Zellen

Fiir die intrazellulire Akkumulation in ciPTEC Zellen wurden 4,125 x 105 Zellen in T75 Flaschen
ausgestreut und wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben kultiviert. Es erfolgte dann, wie fiir die A498
Zellen, eine zweistiindige Inkubation mit je 50 nM Cisplatin, Oxaliplatin und PN149 bzw. 300 ntM
Carboplatin. Die Zellen wurden nach zweistiindiger Inkubation ebenfalls, vergleichend zu den A498
Zellen, pelletiert, wobei nicht mit PBS sondern mit HBSS Puffer gewaschen wurde. Der Versuch

wurde in drei voneinander unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt.

4.4.2 Aufschluss der Zellpellets und Messung an der GF-AAS

Um den Platingehalt messen zu kénnen, musste zunéchst ein Aufschluss der Zellpellets erfolgen. Die
Zellpellets wurden hierfir mit 500 pL salpetersauerem HoO2 (65 % HNO3 + 30 % HoO2) versetzt
und auf einem Thermoschiittler vollstdndig eingedampft. Das Eindampfen erfolgte zunéchst bei
65 °C fiir 1 h, wobei die Temperatur dann im Einstundentakt um jeweils 10 °C, bis zu einer
Hoéchstemperatur von 95 °C, erhoht wurde. Nach vollstdndigem Eindampfen wurde der Rickstand

in 500 pL 0,2 % HNOj3 aufgenommen und zur Analyse an der AAS eingesetzt.

Die Bestimmung des Platingehalts der Proben wurde mit Hilfe einer Platinhohlkathodenlampe (Per-
kin Elmer) bei einer Wellenldnge von 265,94 nm an der GF-AAS (PINAAcle 900 T, Perkin Elmer)
gemessen. Zur Messung wurde zunédchst eine Kalibrierung mit Hilfe einer Platin-Stammlosung von
200 pg/L erstellt. Mittels Autosampler wurde in Dreifachbestimmung zwischen 20 und 100 pg/L
kalibriert. Alle Losungen, Verdiinnungen sowie Blindwerte wurden in 0,2 % HNOg3 hergestellt. An-
hand des Temperaturprogramms in Tabelle 4.1 erfolgte die Atomisierung. Um einen linearen Zu-
sammenhang der Kalibriergerade sicherzustellen, wurde ein Korrelationskoeffizient bis 0,995 als
akzeptabel angesehen. Zur Uberpriifung der Methode wurde auBerdem ein externer Standard von
50 ng/L aus einer Platin-Stammlosung erstellt. Es erfolgte weiterhin die Bestimmung der Nachweis-,

Bestimmungs- und Erfassungsgrenze nach DIN 32645.

4.5 DNA-Platinierung

Die DNA-Platinierung von platinbasierten Chemotherapeutika spiegelt wider, wie viele DNA-
Léasionen die Substanzen induzieren. Durch vorherige DNA-Extraktion lésst sich der Platingehalt

mittels Metallanalyse ermitteln. Aufgrund der geringen Sensitivitdt der GF-AAS wurde fiir die



46 KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 4.1: Temperaturprogramm zur Messung des Platingehaltes an der GF-AAS.

Temperatur [°C] Ramp Time [sec] Hold Time [sec]

Trocknung 1 120 1 30
Trocknung IT 140 15 45
Pyrolyse 1300 10 20
Atomisierung 2400 0 )
Ausheizen 2500 1 5

Bestimmung der DNA-Platinierung die ICP-MS (Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry)

eingesetzt.

Hierfiir wurden zunéichst je 3 x 105 Zellen in 20 cm Schalen ausgestreut und fiir 24 h kultiviert.
Jede Probe wurde zweifach angesetzt. Die spéter isolierte DNA wurde dann vor der Messung an der
ICP-MS zusammengefithrt, um im Sensitivitdtsbereich des Messgerétes zu liegen. Folglich wurden
so fiir eine Probe 6 x 10% Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden im Anschluss einer zweistiindigen
Behandlung mit 50 pM der jeweiligen platinbasierten Subtanz unterzogen. Nach Ablauf der Inkuba-
tionszeit erfolgte wie nach 4.4.1 die Erstellung eines Zellpellets. Dieses wurde wiederum bei -20 °C

gelagert. Die DNA-Platinierung wurde in drei voneinander unabhéngigen Versuchen ermittelt.

4.5.1 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA aus den Zellpellets erfolgte in drei Schritten. Zunéchst wurde die DNA

isoliert bzw. geféllt, im Anschluss gewaschen und letztlich quantifiziert.
DNA-Isolierung

Um die DNA aus den Zellen zu isolieren, wurden die Zellpellets zunéchst mit 100 pl. TE-Puffer
(37 °C) versetzt und gut resuspendiert. Im Anschluss wurden 900 nL. Extraktionspuffer (37 °C) hin-
zugegeben und wiederum gut resuspendiert. Es erfolgte dann eine Inkubationszeit von 1 h 15 min,
in der die Proben bei 37 °C geschiittelt wurden. Die Proben wurden anschlieBend mit 10 pL. Pro-
teinase K (20 pg/mL) versetzt und fiir 3 h bei 50 °C im Thermoschiittler inkubiert. Bevor die DNA
gefillt werden konnte, wurden die Proben vorher 20 min abgekiihlt.

Die DNA-Fillung erfolgte zundchst durch Zugabe von 900 pL. Roti®-Phenol (Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol, 1:1:1 (v:v:v)). Die Proben wurden dann fiir 2 min auf dem Vortex gut durchmischt
und im Anschluss fiir 5 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde die obere,
wéassrige Phase abgenommen, ohne dabei die braune/weise Proteinschicht zu beriihren, und in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefaf {iberfithrt. Im néchsten Schritt erfolgte eine erneute Zugabe von
1 mL Roti®-Phenol zu den Proben. Die Proben wurden wiederum unter denselben Bedinungen,
wie bereits erwdhnt, durchmischt und zentrifugiert. Die obere Phase wurde wieder abgenommen
und erneut in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefafl tiberfiihrt. Dieses Mal erfolgte im Anschluss

eine Zugabe von 1 mL einer Losung aus Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 (v:v)). Die Probe wurde
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abermals durchmischt, zentrifugiert und die obere Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefifl
iiberfithrt. Durch letztliche Zugabe von 25 pLL NHy4-Acetat (10 mM) und 1 mL Rotisol® (100% Etha-
nol) und leichtem Schiitteln wurde die DNA gefillt. Zur vollstdndigen Fallung wurde die DNA iiber
Nacht bei -20 °C gelagert. Am darauffolgenden Tag konnte dann das Waschen der DNA erfolgen.

DNA Waschen

Die Proben wurden zunéchst bei 4 °C und 9500 rpm fiir 10 min zentrifugiert, sodass im Anschluss
der Uberstand abgenommen werden konnte. In den folgenden Schritten wurde auf Eis gearbeitet,
wobei die Waschlésung (70 % Ethanol) ebenfalls auf Eis gelagert wurde. Nachdem der Uberstand
abgenommen wurde, erfolgte eine Zugabe von 1,5 mL 70 %igem Ethanol. Die Proben wurden an-
schlieBend vorsichtig invertiert und kurz zentrifugiert, sodass der Uberstand wieder abgenommen
werden konnte und ein erneuter Waschschritt durchgefithrt wurde. Insgesamt erfolgten 4 Wasch-
schritte. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand erneut abgenommen und die Proben,
zum vollstdndigen Abdampfen des Ethanols, in den Abzug gestellt. Um die DNA im né&chsten
Schritt quantifizieren zu kénnen, wurde sie in 500 pL. HoO bidest. gelost.

Quantifizierung der DNA

Mittels NanoQuant-Platte wurde die DNA am Tecan Infinite M200 Pro im UV-Bereich in Doppel-
bestimmung quantifziert. Zur Prifung der Reinheit der DNA-Proben wurden die Verhéltnisse von
DNA /Proteinen (260 nm/280 nm) und von DNA /Salzen (260 nm/230 nm) gemessen. Dabei sollte
das Verhéltnis von DNA /Proteinen zwischen 1,7 und 1,9 liegen sowie das von DNA /Salzen bei +
2,3.

Nach der DNA-Quantifizierung wurden die Proben eingedampft und wie in Kapitel 4.4.2 mit salpe-
tersauerer HoOo aufgeschlossen. Der Riickstand wurde dann zur Messung an der ICP-MS in 2 mL

0,2 % HNOj3 aufgenommen.

4.5.2 Messung an der ICP-MS

Die Messungen der Proben erfolgte an einer ICP-MS der X-Serie IT mit CCT (collision cell technolo-
gy) von Thermo Fisher Scientific mit einer Plasmaleistung von 1400 W. Die Kalibrierung erfolgte in
Dreifachbestimmung in einem Bereich von 0,25 - 10 pg/L, wobei aus einem Multielementstandard
mit einer Konzentration von 1 mg Pt/L die jeweiligen Kalibrierlosungen erstellt wurden. Alle Lo-
sungen, Verdiinnungen und Blindwerte wurden, abweichend zur AAS, in 1% HNOj3 hergestellt. Zu
jeder Probe wurde zusétzlich ein interner Standard in einer Konzentration von 12,5 png/L zur Signal-
korrektur zugegeben. Als interner Standard wurden dabei '°Tm und 2°“Bi eingesetzt. Gemessen
wurden die beiden am héufigsten vorkommenden Isotopen 4Pt und '%°Pt, wobei aus den beiden
Messungen der Mittelwert berechnet wurde. Abweichend zur GF-AAS wurde die Nachweisgrenze

an jedem Messtag neu bestimmt.
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4.6 Erstellung von Genexpressionsprofilen mittels Hochdurchsatz
RT-qPCR

Zur Erstellung von Genexpressionsprofilen hinsichtlich verschiedener Transkriptionsfaktoren, DNA-
Schadensantwort und -Reparatur, Zellzyklusregulation und Proliferation, (oxidativer) Stressantwort
und Inflammation sowie Apoptose wurde eine Hochdurchsatz RT-qPCR angewandt. Sie erlaubt die
simultane Bestimmung der Genexpression von 95 Genen in 96 Proben (Fischer et al., 2016). Fir
die Durchfithrung der Hochdurchsatz RT-qPCR wurde sich an die MIQE Guidelines (Minimum
of Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR FExperiments) gehalten (Bustin
et al., 2009). Zur Erstellung von Genexpressionsprofilen mittels Hochdurchsatz RT-qPCR mussten

verschiedene Schritte durchgefiihrt werden, die im Folgenden erldutert werden.

4.6.1 Zellkultur

A498 Zellen

In 10 cm Schalen wurden 5 x 10° A498 Zellen ausgestreut und fiir 48 h kultiviert. In Doppel-
bestimmung erfolgte die einstiindige Inkubation der Zellen mit jeweils Cisplatin (10, 20, 50 pM),
Carboplatin, (50, 100, 200, 300, 400, 500 pM), Oxaliplatin (20, 50, 100, 150 pM) oder PN149 (10,
20, 50 pM). Dabei wurde jeweils eine unbehandelte Kontrollprobe in Doppelbestimmung mitge-
flihrt. Nach einstiindiger Inkubation der jeweiligen platinbasierten Substanz wurde das Medium
abgenommen, mit PBS gewaschen und mit neuem Medium versetzt. Anschlieend wurden die Zel-
len fiir weitere 24 h kultiviert und im Anschluss ein Zellpellet nach 4.4.1 hergestellt. Die Zellpellets
wurden dann bei -20 °C gelagert. Die Erstellung der Genexpressionsprofile in A498 Zellen erfolgte

in mindestens drei unabhingigen Versuchen.
RT112 Zellen

Zur Aufklarung des Wirkmechanismus von PN149 wurden zusétzlich Genexpressionsprofile in
RT112 Zellen erstellt. Hierzu wurden 5 x 10° Zellen in 6 cm Schalen ausgestreut und fiir 24 h kul-
tiviert. Alle Proben wurden dabei in Doppelbestimmung ausgestreut. Neben einer unbehandelten
Kontrollprobe wurden die Zellen entweder mit Cisplatin oder PN149 mit den Konzentrationen 10,
20 und 50 pM fiir 1 h inkubiert. Nach der einstiindigen Inkubation wurde das Medium abgesaugt,
die Zellen mit PBS gewaschen, erneut Medium dazu gegeben und fiir weitere 24 h kultiviert.
Danach wurden, wie fir die A498 Zellen, Zellpellets erstellt, die bei -20 °C gelagert wurden.
Die Bestimmung der Genexpression in RT112 Zellen wurde in drei voneinander unabhingigen

Versuchen durchgefiihrt.
CiPTEC Zellen

Fiir die Erstellung von Genexpressionsprofilen in ciPTEC Zellen wurden 1,375 x 10% Zellen in

T25 Flaschen ausgestreut und wie in 4.1.1 kultiviert. Ebenfalls in Doppelbestimmung erfolgte eine
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24 h Inkubation der Zellen mit jeweils Cisplatin (10, 20, 50 pM), Carboplatin (100, 200, 500 pM),
Oxaliplatin (20, 50, 100, 150 nM) und PN149 (10, 20, 50 pM). Neben den Proben wurde auerdem
in Doppelbestimmung eine unbehandelte Kontrolle mitgefithrt. Nach Ablauf der 24 h Inkubation
wurden ebenfalls nach 4.4.1 Zellpellets hergestellt und bei -20 °C gelagert. Die Untersuchung der

Genexpression in ciPTEC Zellen wurde in drei voneinander unabhéngigen Experimenten bestimmt.
Normalgewebe

Zusatzlich zu den ciPTEC Zellen wurden Genexpressionsprofile in Normalgewebszellen erstellt. Hier-
fiir wurden 5 x 10° Zellen in 10 cm Schalen ausgestreut und fiir 24 h kultiviert. Alle Proben wurden
in Doppelbestimmung angesetzt. Neben einer unbehandelten Kontrollprobe wurde eine Behandlung
mit Cisplatin durchgefiihrt. Diese erfolgte fiir 24 h mit einer Konzentration von 20 pM Cisplatin.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde ein Zellpellet nach dem Schema der A498 Zellen erstellt.
Die Zellpellets wurden ebenfalls bei -20 °C gelagert. Die Genexpressionsbestimmung in Normal-
gewebe wurde in nur zwei voneinander unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt, da nicht genug
Gewebematerial vorhanden war, um ein weiteres Experiment durchzufiihren. Die Gewebeproben
wurden verschiedenen Patienten entnommen. Fiir Versuch I wurden NT3327 Zellen verwendet, fiir
Versuch II wurden NT3318 sowie NT3322 Zellen verwendet.

4.6.2 RNA Isolation und Quantifizierung

Zunichst erfolgte die Isolation der RNA aus den Zellpellets. Diese wurde in einem separaten Raum
unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, um Kontaminationen zu vermeiden. Zur RNA Isolation
wurde das MN NucleoSpin® RNA Plus Kit von Machery Nagel verwendet. Es wurde nach den
Vorgaben des Herstellers vorgegangen, wobei stets auf Eis gearbeitet wurde.

Die Proben wurden zunéchst in 350 pL. Lysepuffer (LBP) gut resuspendiert und anschlieend auf
dem Vortex gut durchmischt. Das erhaltene Lysat wurde auf die NucleoSpin gDNA Removal Séule,
die sich auf einem Sammelrohrchen befand, tiberfihrt. Die Sdule dient dazu, DNA zu binden. Im
darauffolgenden Schritt wurden die Sdulen bei 4 °C und 11000 rpm fiir 30 sec zentrifugiert. Die
Séule wurde verworfen und das Zelllysat mit 100 pL einer Binding Solution (BS) versetzt und
gut resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf eine RNA-bindende Siule gegeben, welche sich
ebenfalls auf einem Sammelréhrchen befand. Die Sdule wurde wiederum bei 4 °C und 14000 rpm fiir
20 sec zentrifugiert. Die RNA wird dabei an der Sdule gebunden und stérende Makromolekiile sowie
Salze verbleiben im Lysat. Um eine ausreichende Reinheit zu erhalten folgten hierauf verschiedene
Waschschritte. Das Lysat wurde verworfen und die Séule mit 200 pL. Waschpuffer I (WB1) versetzt.
Es erfolgte im Anschluss eine erneute Zentrifugation bei 4 °C und 14000 rpm fiir 20 sec. Der
Durchgang wurde erneut verworfen und die Sdule mit 600 pl. Waschpuffer IT (WB2) versetzt und
unter denselben Bedingungen erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde erneut mit 250 pL
WB2 wiederholt. Im Anschluss erfolgte dieses Mal eine Zentrifugation bei 4 °C und 14000 rpm fiir

2 min. Nach dem Verwerfen des Durchgangs wurde die Sdule auf ein neues 1,5 mL-Reaktionsgefif3



50 KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 4.2: Bedingungen der cDNA-Synthese.

Zeit [min] Temperatur [°C]

5 25
30 42
5 85
00 4

iiberfithrt. Die Elution der RNA erfolgte letztlich durch Zugabe von 30 pL. DNA /RNA-freiem HyO
und anschlielender Zentrifugation bei 14000 rpm und 4 °C fiir 1 min. Das Eluat wurde nach der
Zentrifugation erneut auf die Séule gegeben und zentrifugiert, um weitere RNA-Reste zu eluieren.
Die RNA-Proben konnten fiir zwei Wochen bei -80 °C aufbewahrt werden.

Die Quantifizierung der RNA erfolgte, wie die DNA-Quantifizierung, mittels NanoQuant-Platte
am Tecan Infinite M200 Pro bei 260 nm in Doppelbestimmung. Um die Reinheit der Proben zu
gewdhrleisten, musste das Verhéltnis von RNA zu Proteinen (260 nm/280 nm) >2,00 sein. Fur die
nachfolgende cDNA-Synthese wurde 1 pg RNA verwendet.

4.6.3 cDNA-Synthese

Zur reversen Transkription der RNA in cDNA wurde das qScript ™ cDNA Synthese Kit von Quanta
verwendet. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden RNA- und DNA-Proben separat in zwei
verschiedenen PCR-Kabinetten bearbeitet.

1 pg RNA in 15 pL PCR-zertifiziertem HoO wurden mit 5 nL. Mastermix (4 pL 5x Reaction Miz +
1 pL éSeript Reverse Transcriptase) versetzt und anschliefend mit dem Vortex gut durchmischt und
in der Tischzentrifuge kurz zentrifugiert. Die cDNA-Synthese erfolgte anschlieend im Thermocycler
unter den in Tabelle 4.2 aufgelisteten Bedingungen. Die cDNA konnte anschlielend bei -20 °C tiber

mehrere Wochen gelagert werden.

4.6.4 Preamplifikation (specific target amplification (STA)) und Exonuklease-
verdau

Vor der eigentlichen Hochdurchsatz RT-qPCR wurde eine Preamplifikation durchgefiihrt. So lasst
sich sicherstellen, dass geniigend Template der Gene vorhanden sind. Hierfiir wurde zunéchst ein
Mix aus je 1 uL jedes Primers (95x) und 105 pL. DNA-Suspensionspuffer hergestellt, sodass der Mix
eine Endkonzentration von 500 nM je Primer aufwies. Details zu den Primern sind Fischer et al.
(2016) zu entnehmen.

Zur Preamplifikation wurde ein Pre-Mix bestehend aus 2,5 pL. TagMan PreAmp Master Mix, 0,5 pL
des zuvor hergestelleten Primer Mixes und 0,75 pL. PCR-zertifiziertem HoO hergestellt. Zu je 3,75 uL
des Pre-Mix wurden anschlieffend 1,25 pnL. ¢cDNA hinzugegeben. Weiterhin wurden zwei Kontrollen,
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Tabelle 4.3: Temperaturprogramm der Preamplifikation.

Zeit [min] Temperatur [°C]

Initiale Denaturierung 10 95
Denaturierung (12 Zyklen) 0,25 95
Annealing und Elongation (12 Zyklen) 4 60
Endtemperatur 00 4

Tabelle 4.4: Temperaturprogramm des Exonukleaseverdaus.

Zeit [min] Temperatur [°C]

Verdau 40 80
Inaktivierung 15 15
Endtemperatur 00 4

bestehend aus PCR-zertifiziertem HoO (NTC-STA) sowie einer nicht-reverstranskribierten RNA
Kontrolle (NoRT), mitgefiihrt. Die Proben wurden anschliefend mit einem Vortex gut durchmischt
und kurz zentrifugiert. Die Preamplifikation erfolgte im Thermocycler nach dem Temperaturpro-

gramm in Tabelle 4.3.

Um nicht eingebaute Primer und dNTPs zu entfernen, erfolgte im Anschluss an die Preamplifi-
kation eine enzymatische Verdauung mittels Exonuklease I. Hierfiir wurde die Stammlosung der
Exonuklease T (20 U/pL) auf eine Einheit von 4 U/uL in einem Volumen von 2 nl. mit 0,2 pLb Exo-
nuklease Reaktionspuffer (10x) und 1,4 nL. PCR-zertifiziertem HyO verdiinnt. Die 2 pLi verdiinnte
Exonuklease I wurde jeweils zu den 5 pul. preamplifizierter Probelosung gegeben. Die Proben wur-
den wiederum mit dem Vortex gut durchmischt und kurz zentrifugiert. Anschliefend erfolgte der
Verdau im Thermocycler nach dem in Tabelle 4.4 aufgelisteten Temperaturprogramm. Die Proben

wurden nach Ende des Temperaturprogramms 1:5 mit TE Puffer verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

4.6.5 Primer und Probenvorbereitung

Bevor die Hochdurchsatz RT-qPCR gestartet werden konnte, mussten sowohl die Primer als auch
die Proben zunichst vorbereitet werden. Die Stammlosung aller Primerpaare (100 pM) musste
zundchst auf eine Endkonzentrationen von 5 pM verdinnt werden. Hierfiir wurden 2,5 pL jedes
Primerpaares mit 25 pl 2x Assay Loading Reagent und 22,5 pL. DNA-Suspensionspuffer versetzt.
Es wurde auflerdem eine weitere Negativkontrolle mitgefiihrt, die anstelle eines Primerpaares aus
2,5 nL. PCR-zertifiziertem HyO bestand (no reaction control - NRC). Die 2,25 nL der STA und Exo
I behandelten Proben wurden mit 2,5 pL 2x SsoFast™ Eva-Green® Supermix mit Low ROX und
0,25 pl. 20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent vermischt.



52 KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 4.5: Temperaturprogramm der gPCR.

Zeit [sec] Temperatur [°C]|

Thermische Durchmischung 2400 70
30 60

Hot Start 60 95
PCR (30 Zyklen) 5 96
20 60

Schmelzkurve 3 60
1°C/3 sec bis 95

4.6.6 Dynamic Array IFC qPCR Analyse

Die eigentliche Hochdurchsatz RT-qPCR fand in einem 96.96 Dynamic Array IFC (integrated flui-
dic circuit) von Fluidigm statt. Bevor der 96.96 Dynamic Array IFC mit den Primern und Proben
beladen werden konnte, musste dieser zuvor mit einem Kontrollfluid beladen werden. 150 pl. Kon-
trollfluid wurden jeweils in die zwei Akkumulatoren des Chips iniziiert. Mit Hilfe des IFC Controller
HX (Fluidigm) wurde das Kontrollfluid in die Mikrokanéle gepumpt. Im Anschluss konnte der Chip
mit den Proben und Primern beladen werden. Luftblasenfrei wurden jeweils 5 nL jedes verdiinn-
ten Primerpaares sowie der Proben mit Hilfe einer 8-Kanalpipette in den Chip pipettiert. Erneut
wurde mit Hilfe des IFC Controller HX der Chip mit den Lésungen beladen. Nach erfolgreicher
Beladung des Chips wurde dieser in das BioMark™ HD System {iiberfithrt und die gPCR sowie die

Schmelzkurvenanalyse konnte stattfinden. Die Bedingungen hierfiir sind in Tabelle 4.5 aufgelistet.

4.6.7 Datenauswertung der Hochdurchsatz RT-qPCR

Zur Datenauswertung der Rohdaten wurde zunéchst das Programm Fluidigm Real-Time PCR
Analysis verwendet. Um eine gleichméfiige Beladung der Reaktionskammern zu tiberpriifen, konnte
der Referenzfarbstoff ROX zundchst zur Bewertung herangezogen werden. Zur relativen Quantifi-
zierung miissen zunéchst die C-Werte (quantification cycle) der Zielamplifikate berechnet werden.
Dies wurde durch den DN A-interkalierenden Farbstoff CellRox® ermdéglicht. Durch eine Basislinien-
Korrektur mit Hilfe der im Programm implementierten Schwellenwert-Methode (auto detectors),
konnten die Cq-Werte zusatzlich prazisiert werden. Eine erste optische Qualitdatskontrolle der RT-
gPCR konnte anhand der Darstellung der C,-Werte als Heatmap bzw. der dargestellten Schmelz-
kurvenanalyse durchgefiihrt werden. Zur Uberpriifung der RT-qPCR wurden hierfiir vor allem die
Negativkontrollen betrachtet. Die Cy,-Werte wurden im Anschluss exportiert und mit Hilfe des Pro-
gramms GenEx weiter verarbeitet. Dabei wurden alle Proben, die einen Cy-Wert tiber 22 aufwiesen,
geloscht. Zur anschliefenden Normalisierung auf die Referenzgene (ACTB, B2M, GAPDH, GUSB,
HPRT1) wurde zunéchst mit Hilfe der integrierten Algorithmen geNorm und Normfinder die op-

timale Auswahl an Referenzgenen bestimmt. Die weitere Berechnung der relativen Genexpression
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erfolgte dann mit der AAC,-Methode (Livak und Schmittgen, 2001).

AC’q = Cquelgen - CqReferenzgen (41)
AAC(] = AC’dehandlung - AC'qKontrolle (42)
Ratio = 2754 (4.3)

Mit Hilfe der Formeln 4.1 - 4.3 ldsst sich so die relative Genexpression der Behandlung im Ver-
gleich zur unbehandelte Kontrollprobe berechnen. Die normierten Proben wurden in log2-Werte
umgerechnet, sodass die unbehandelte Kontrollprobe einem Wert von 0 entspricht. Anhand der
log2-Werte lésst sich deutlicher eine vermehrte sowie eine verminderte Genexpression im Vergleich
zu linearen Werten feststellen. Eine relevante Genexpressionsverdnderung wurde ab einem Faktor
4 1 angesehen. Dies entspricht im Falle einer vermehrten Expression der doppelten Transkriptmen-

ge der Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrollprobe.

4.7 Untersuchung des p53 Proteinlevels mittels Immunoblot

Zur Bestimmung des p53 Proteinlevels wurde eine SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate - polyacryl-
amide gel elextropphoresis) mit anschlieBendem Western Blot durchgefiihrt. Die spezifische Detekti-
on von ph3 erfolgte mittels Immunodetektion. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte genauer
erlautert. Das p53 Proteinlevel wurde dabei in drei voneinander unabhéngigen Experimenten be-

stimmt.

4.7.1 Zellkultur

Um das Proteinlevel von p53 in A498 Zellen zu bestimmen, wurden zunéchst 1,0 x 10° Zellen in
10 cm Schalen ausgestreut. Neben den einzelnen Behandlungen wurde eine unbehandelte Kontroll-
probe mitgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 24 h kultiviert und im Anschluss fiir 1 h mit der jeweiligen
platinbasierten Substanz inkubiert. Dabei wurden fiir Cisplatin und PN149 die Konzentrationen
10, 20 und 50 pM, fiir Carboplatin 50, 100, 200, 300, 400 und 500 pM und fiir Oxaliplatin 10, 20,
50, 100, 150 pM angewandt. Fiir Carboplatin wurde zunéchst ein Konzentrationsbereich von 50 -
400 pM angewandt. Dabei zeigte sich nach dem ersten Experiment, dass 50 pM kaum Verdnderun-
gen zeigten, weshalb fiir die weiteren zwei Wiederholungen anstelle von 50 nM zusétzlich 500 pM
eingesetzt wurde. Dasselbe wurde bei Oxaliplatin beobachtet, wobei hier zunéchst 20 - 150 pM
eingesetzt wurden. Nachdem 150 nuM sehr deutliche Verdnderungen hervorriefen, wurde anstelle
von 150 pM eine geringere Konzentration von 10 pM eingesetzt.

Nach der einstiindigen Inkubation mit der jeweiligen Substanz wurde das Medium abgesaugt, die
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Zellen mit PBS gewaschen und fiir weitere 24 h kultiviert. Im Anschluss wurde jeweils ein Zellpellet

nach 4.4.1 hergestellt, welches zur nachfolgenden Proteinextraktion verwendet wurde.

4.7.2 Proteinextraktion

Bevor die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden konnten, wurde zunéchst eine Proteinex-
traktion durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Proben zunéchst auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit
120 pL von einem Mix aus Lyse-Puffer sowie 1x Protease-Inhibitor versetzt. Die Proben wurden gut
resuspendiert und im Anschluss fiir 30 min auf Eis im Schuttelinkubator inkubiert. Nach Ablauf
der 30 min wurden die Proben fiir 20 min bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgeféf3 iiberfithrt und das Pellet verworfen. Bis zur

weiteren Proteinbestimmung konnten die Proteinextrakte bei -20 °C gelagert werden.

4.7.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Damit eine gleichméfige Auftragung der Proteinextrakte fiir die folgende SDS-PAGE realisiert
werden konnte, wurden die Proteingehalte der Extrakte mit Hilfe der Proteinbestimmung nach
Bradford ermittelt (Bradford, 1976).

Aus einer Stammlosung aus BSA (bovine serum albumin) in bidest. HoO wurde eine Kalibrierung im
Bereich von 0,01 mg/mL bis 0,075 mg/mL erstellt. Die Messungen der Kalibrierung und der Proben
erfolgten in einer 96-well-Platte am Mikrotiterplattenlesegerat (Tecan Infinite M200 Pro). Hierfiir
wurden zundchst 20 pL der Probenlésung in je ein well der Platte pipettiert und anschlieend
mit 180 puL. Bradford Reagenzmix, bestehend aus 140 pL. HoO + 40 pL Bio Rad Bradfordreagenz,
versetzt. Die Platte wurde im Mikrotiterplattenlesegerét kurz geschiittelt und nach 5 min wurde die
Absorption bei 595 nm gemessen. Zur Auftragung der Proteine wurde ein Gehalt von 50 ng/20 pL

mit Hilfe der erstellten Kalibriergerade ausgerechnet.

4.7.4 SDS-PAGE

Proteine lassen sich mit Hilfe der SDS-PAGE auftrennen. Durch den Einsatz des anionischen De-
tergens SDS lassen sich Proteine nur nach Grofle und nicht nach Ladung auftrennen, da SDS die
FEigenladung des Proteins abschirmt.

Die berechneten 50 pg Protein in 20 pL. wurden jeweils mit 5 nL. Ladepuffer versetzt und fiir 5 min
bei 95 °C denaturiert. Im Anschluss wurden die Proben kurz mit der Tischzentrifuge zentrifugiert
und konnten dann fiir die Gelbeladung eingesetzt werden. Zur Trennung der Proteine wurde ein
10 %iges Trenngel und ein 4 %iges Sammelgel eingesetzt. Die Zusammensetzungen der Gele sind
den Tabellen 4.6 und 4.7 zu entnehmen. Die Gele wurden mit den Proben sowie einem Molekular-
gewichtsstandard beladen. Im Anschluss erfolgte die Trennung in Tris-Glycin Puffer (25 mM Tris,
192 mM Glycin, 0,1% SDS) zunéchst fir 5 min bei 50 V und anschlieBend bei 180 V fiir ca. 60 min.



4.7. UNTERSUCHUNG DES P53 PROTEINLEVELS MITTELS IMMUNOBLOT 55

Tabelle 4.6: Zusammensetzung des Trenngels (10 %).

Substanz Volumen [pL]
H20 bidest. 2245
Tris (1.5 M pH 8,8) 1250
SDS (10 %) 50
Glycerin 50
EDTA (0,1 M) 100
Acrylamid (40 %) 1250
APS (10 %) 50
TEMED )

Tabelle 4.7: Zusammensetzung des Sammelgels (4 %).

Substanz Volumen [pL]
H20 bidest. 2930
Tris (1 M pH 6,8) 500
SDS (10 %) 40
EDTA (0,1 M) 80
Acrylamid (40 %) 400
APS (10 %) 40
TEMED 10

4.7.5 Proteintransfer

Bevor die spezifische Immunodetektion von p53 erfolgen konnte, mussten die Proben zunéchst nach
dem Gellauf auf eine Membran iibertragen werden. Dabei erfolgte der Proteintransfer mittels We-
stern Blot. Im vorliegenden Fall wurde dieser mit Hilfe eines Tank-Blot-Systems durchgefithrt (Ab-
bildung 4.1). Hierzu erfolgte zunichst eine Aquilibrierung der Glasfaservliese und Whatmanpaper
in Transferpuffer. Zur Ubertragung wurde eine PVDF (Polyvinylidenfluorid) Membran eingesetzt.
Diese musste zunéchst fiir kurze Zeit, aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften, in Methanol
aktiviert werden. Anschlieend konnte die Membran gleichermafien in Transferpuffer &dquilibriert
werden. Das Sammelgel wurde vom Trenngel getrennt und das Trenngel wurde ebenfalls in den
Transferpuffer gegeben, damit es nicht austrocknete. Darauffolgend wurde das Tank-Blot-System
wie in Abbildung 4.1 zusammengebaut. Um Luftblasen zwischen Gel und Membran zu verhindern,
wurden diese mit Hilfe eines Glasstabes weggerollt. Das zusammengebaute System wurde in die
Tank-Blot-Kammer eingespannt und die Kammer vollsténdig mit Transferpuffer befiillt. Der Trans-
fer wurde letztlich unter Riihren bei 4 °C und 30 V iiber Nacht durchgefiihrt. Um eine vollstdndige
Ubertragung zu iiberpriifen, wurde die Membran nach dem Transfer unspezifisch mit Ponceau-S

angefirbt. Die Farbung wurde vor der Immunodetektion mit HoO bidest. wieder abgewaschen.



56 KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

——
a

Glasfaservlies

Whatman-Paper

] Membran
Gel

Whatman-Paper

Glasfaservlies

Abbildung 4.1: Zusammensetzung des Tank-Blot-Systems.

4.7.6 Immunodetektion

Um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran nach dem Proteintrans-
fer zunéchst in einer Losung bestehend aus 5 % Milchpulver in PBST (PBS + Tween) fiir eine 1 h
auf dem Taumler blockiert. Darauffolgend wurde die Membran in ein 50 mL Réhrchen tibefiihrt. In
diesem Rohrchen befanden sich 5 mL Blockierlosung, in welcher der p53 Primérantikorper (DAKO,
DO-7, monoclonal mouse) 1/2000 verdiinnt vorlag. Die Membran wurde dann auf dem Rotator
iiber Nacht bei 4 °C mit dem Antikorper inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran 3 x
10 min in PBST auf dem Taumler gewaschen. Nach dem Waschen wurde die Membran in ein neues
50 mL Rohrchen iiberfithrt. In diesem Rohrchen befand sich dieses mal der Sekundérantikorper
(Santa Cruz, donkey anti-mouse, HRP gekoppelt) 1/2000 verdiinnt in 5 mL Blockierlésung. Die
Membran wurde dann erneut bei 4 °C auf dem Rotator iiber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden
Tag wurde die Membran wiederum fiir 3 x 10 min in PBST auf dem Taumler gewaschen.

Um die Chemilumineszenz des HRP gekoppelten Antikorpers messen zu kénnen, wurde ein Amers-
ham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent Kit eingesetzt. Beide enthaltenen Reagenzien
wurden 1:1 zusammengemischt, davon 1 mL auf der Membran verteilt und fiir 1 min einwirken
gelassen. Im Anschluss wurde die Reagenzlosung abgekippt und die Membran am L AS-3000 Ima-
ging System von Fuji gemessen. Zur Auswertung der Molekulargewichte wurde das Programm
Aida Image Analyzer v.3.27 verwendet. Damit ausgeschlossen werden konnte, dass unterschiedlich
intensive Banden auf eine ungleichméflige Proteinauftragung zuriickzufithren waren, erfolgte an-
schliefend noch die Immunodetektion einer Ladekontrolle. Hierfiir wurde die Membran mit einem
ERK2 Primérantikorper (Santa Cruz, polyclonal rabbit) erneut inkubiert. Dieser wurde ebenfalls in
einem 50 mL Rohrchen in 5 mL Blockierlésung 1/2000 verdiinnt. Die Membran wurde unter oben
gegannten Bedingungen anschlieffend inkubiert und die Membran wiederum 3 x 10 min in PBST
gewaschen. Der Sekundérantikorper (Santa Cruz, donkey anti-rabbit) wurde gleichermafien 1/2000
in Blockierlésung verdiinnt und die Membran unter oben genannte Bedingungen inkubiert. Nach

erneutem waschen mit PBST (3 x 10 min) wurde die Membran, wie oben beschrieben, detektiert.
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4.7.7 Semiquantitative Auswertung

Eine semiquantitive Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Aida Image Analyzer v.3.27. Da-
bei werden zunéchst die Peakflichen der p53 Banden (Target Protein, TP) auf die Peakflichen der
Banden der ERK2 Ladekontrolle (Loading Control, LC) normiert (normalized densitiy to LC, NDL).
Dies erfolgte anhand der Formel 4.4. Um im Anschluss den Unterschied der Bandenintensitéten (re-
lative intensity, RI) der behandelten Proben zur unbehandelten Kontrollprobe zu berechnen, wurde
das Verhéltnis der NDL der Probe zur NDL der Kontrollprobe (NDLgontrole) gebildet (Formel 4.5).

TP * LCKontrolle
NDL = 4.4
LC (44)
NDL
RI (4.5)

NDLKontrolle

4.8 Bestimmung der Apoptose und Zellzyklusverteilung mittels

Durchflusszytometrie

Die Bestimmung der Apoptose und Zellzyklusverteilung erfolgte in einem Ansatz. Beide Unter-
suchungen erfolgten mittels Durchflusszytometrie und Fluoreszenzfarbung. Beide Untersuchungen

wurden in jeweils drei voneinander unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt.

4.8.1 Zellkultur

Fiir die Bestimmung von Apoptose und Zellzyklus wurden 2 x 10° A498 Zellen in 6 cm Schalen aus-
gestreut und fiir 24 h kultiviert. Dabei wurden die Proben jeweils in Doppelbestimmung angesetzt.
Auflerdem wurde zusétzlich zu einer unbehandelten Kontrolle fir die Bestimmung der Apoptose
zwei Positivkontrollproben mitgefithrt. Nach 24 h Kultivierung erfolgte eine 1 h Inkubation mit
jeweils 50 pM Cisplatin bzw. PN149, 20 und 50 nM Oxaliplatin sowie 200 und 500 nM Carboplatin.
Die Positivkontrollen wurden mit jeweils 500 nM Staurosporin (Positivkontrolle Apoptose) fiir 24 h
oder 5 mM Cadmiumchlorid (Positivkontrolle Nekrose + spate Apoptose) fiir 3 h inkubiert. Nach
der 1 h Inkubation mit den platinbasierten Substanzen wurde das Medium abgesaugt, mit PBS
gewaschen und die Zellen fiir weitere 24, 48, 72 oder 96 h kultiviert.

Im Anschluss wurde das Medium jeweils abgenommen und in ein 15 mL Rhrchen iiberfiihrt, sodass
neben den lebenden Zellen auch tote Zellen mit iiberfithrt wurden. Die noch anhaftenden Zellen
wurden mit 2 mLL PBS gewaschen und die 2 mL wurden ebenfalls in das 15 mL Rd&hrchen iiber-
fiihrt. Darauffolgend wurden die Zellen trypsiniert. Die Trypsin-Zellsuspension wurde in das 15 mL
Roéhrchen iiberfithrt und die Schale noch einmal mit 2 mLL Medium gewaschen, welches ebenfalls

iiberfiihrt wurde. Anschliefflend erfolgte eine Zentrifugation bei 1300 rpm und 4 °C fiir 4 min. Der
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Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in 2 mL PBS resuspendiert. Je 1 mL dieser Zell-
suspension wurde in ein Durchflusszytometerréhrchen iiberfithrt, sodass je ein Rohrchen fiir die

Apoptose und die Zellzyklusverteilung erhalten wurde.

4.8.2 Zellzyklusverteilung

Zur Untersuchung der Zellzyklusverteilung erfolgte zundchst eine Fixierung der Zellen. Dafir wur-
den tropfenweise 3 mL 96 %-iger Ethanol (-20 °C) zur Probe gegeben. Um ein Verklumpen der
Zellen zu vermeiden, wurden die Proben wéihrend des Zutropfens mit Hilfe eines Vortex stetig
durchmischt. Zur weiteren Fixierung wurden die Proben iiber Nacht bei -20 °C gelagert. Am néch-
sten Tag wurden die Proben bei 4 °C und 4000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und 1 mL PBS zugegeben. Darauthin wurden die Proben erneut bei 4 °C und 4000 rpm
fiir 5 min zentrifugiert. Es erfolgte ein erneutes Abnehmen des Uberstandes. Die Proben wurden
dann mit 300 pL einer 4’,6’-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Losung versetzt und fiir 30 min unter

Lichtausschluss auf Eis inkubiert.

4.8.3 Messung am Durchflusszytometer

Mit Hilfe des Durchlusszytometers BD LRSII Fortessa erfolgte im Anschluss die Analyse der Zellzy-
klusverteilung. Hierfiir wurden 30000 Events, d.h. Zellen, mit einer maximalen FlieSgeschwindigkeit
von 700 Events/sec gemessen. Der Farbstoff DAPI interkaliert mit der DNA, wobei er dann ein
Absorptionsmaximum von 358 und ein Emissionsmaximum bei 461 nm aufweist. Aufgrund dessen
wurde das DAPI Signal mit Hilfe eines violetten Lasers mit einer Exzitation von 488 nm und einem
Bandpassfilters von 450/50 nm ermittelt. Um eine Messung von Zellagglomeraten zu vermeiden,
erfolgte eine Gatingstrategie nach Abbildung 4.2. Zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung wurde
die Anzahl der Zellen (counts) in einem Histogramm tiber das DAPI-Signal aufgetragen. Fiir die
Setzung der Gates fiir die einzelnen Zellzyklusphasen wurde sich an der Gi-Phase orientiert (Abbil-
dung 4.3). Da sich der doppelte DNA-Gehalt in der G-Phase im Vergleich zur Gi-Phase befindet,
wurde das Gate fiir die Go-Phase auf das doppelte Signal der Gi-Phase gesetzt.

4.8.4 Apoptose

Die in Kapitel 4.8.1 erstellte Zellsuspension wurde erneut bei 4 °C und 1300 rpm fiir 4 min zen-
trifugiert und der Uberstand im Anschluss abgenommen. Es wurde ein Mastermix fiir alle Proben
aus 200 pL Ringerlosung + 0,25 pL. Propidiumiodid (PI) (62,5 ng/mL) + 1 ul. Annexin V-FITC
(450 ng/mL) pro Probe hergestellt. Der Farbstoff PI wurde dabei zur Messung von nekrotischen und
spat-apoptotischen Zellen verwendet, da dieser nur die Membran von geschéidigten Zellen durch-

dringen kann, nicht aber von lebenden Zellen. Bei apoptotischen Zellen verlagert sich das Membran
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Abbildung 4.2: Gatingstrategie zur Vermeidung von Zellagglomeraten.
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Abbildung 4.3: Gatingstrategie zur Messung der Zellzyklusverteilung.

Phospholipid Phosphatidylserin (PS) nach aufien. Dadurch kann das Phospholipid-bindende Prote-
in Annexin V an PS binden. Mit Hilfe des gekoppelten Fluorochrom FITC lésst sich so ein Signal
flir apoptotische Zellen erzeugen. Jede Probe wurde mit 200 pL. des Mastermixes versetzt und unter

Lichtausschluss auf Eis fiir 30 min inkubiert.

4.8.5 Messung am Durchflusszytometer

Fiir die Unterscheidung des Zelltodes in Apoptose und Nekrose bzw. spat-apoptotische Zellen wur-
den am Durchflusszytometer 10000 Events, ebenfalls mit einer maximalen FlieBgeschwindigkeit von
700 Events/sec, gemessen. Da sich die Absorptionsspektren von FITC und PI iiberlagern, musste
zunéchst eine Kompensation durchgefithrt werden. Das Signal von PI wurde mit Hilfe eines blauen
Lasers mit einer Exzitation von 488 nm und einem Bandpassfilter von 695/40 nm verwendet. Fir das

FITC Signal wurde der gleiche Laser, aber ein Bandpassfilter von 530/30 nm verwendet. Gleicherma-
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Ben wie fiir die Messung der Zellzyklusverteilung erfolgte ein Ausschluss von Zellagglomeraten. Zur
Unterscheidung zwischen den Populationen vital, apoptotisch, nekrotisch und spéat-apoptotisch und
nekrotisch wurde das PI-Signal iiber das FITC-Signal aufgetragen und nach Abbildung 4.4 Gates

gesetzt.
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Abbildung 4.4: Gatingstrategie zur Unterscheidung der Populationen vital, apoptotisch, nekrotisch und
spat-apoptotisch sowie nekrotisch.

4.9 Bestimmung der relativen Caspasenaktivitat

Mittels Chemilumineszenzmessung wurde die relative Caspaseaktivitdt bestimmt. Dabei werden
spezifische Molekiile verwendet, die bestimmte Aminosdurensequenzen aufweisen, die nur von der
jeweiligen Caspase gespalten werden kann. Durch die Spaltung entsteht ein Molekiil, das sich in
Gegenwart von Mg?t, Oy, ATP und dem Enzym Luciferase in ein angeregtes Molekiil umwan-
deln lasst, dessen Chemilumineszenz sich letztlich messen ldsst. Fiir die Bestimmung der relativen
Caspaseaktivitit wurde ein Kit der Firma Promega verwendet. Die Untersuchungen hierzu wur-
den im Zuge der Masterarbeit von Alessia Bachert in drei voneinander unabhéngigen Versuchen
durchgefiihrt.

4.9.1 Zellkultur

Zur Untersuchung wurden je 2 x 10° A498 Zellen in 6 cm Schalen ausgestreut und fiir 24 h kultiviert.
Die Proben wurden in Doppelbestimmung angesetzt. Nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen mit
je 50 nM Cisplatin und PN149 fiir 1 h inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und fiir weitere 24, 48 und 72 h kultiviert. Zuséatzlich wurde fiir jeden

Zeitpunkt eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt. Nach Ablauf der jeweiligen Kultivierungsdauer
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wurde das Medium abgesaugt, die Zellen abgelost und die Zellzahl bestimmt. Es erfolgte im An-
schluss eine Aufkonzentrierung der Zellen, damit es im darauffolgenden Schritt méglich war, 50000
Zellen in ein well einer weilen 96-well-Platte zu pipettieren. Hierfiir wurden die Proben bei Raum-
temperatur fiir 4 min und 1000 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen
mit der nétigen Menge an Medium wieder resuspendiert. Die entsprechenden Volumina wurden in

die wells pipettiert und auf ein Volumen von 100 pL mit Medium aufgefiillt.

4.9.2 Messung der relativen Caspasenaktivit

Zusatzlich zu den Proben und Kontrollen wurde ein Blindwert von 100 pl. Medium mitgefiihrt. Die
Proben wurden mit je 100 pL. Caspase-Glo 8 oder Caspase-Glo 9 Substrat gemischt mit Protease
Inhibitor, versetzt und im Anschluss fiir 2 min geschiittelt. AnschlieSend wurden die Proben fiir 2,5 h
bei 25 °C im Inkubator belassen. Die Messung des Chemilumineszenzsignals erfolgte im Anschluss
am Tecan Infinite M200 Pro. Zur Auswertung wurde das Signal des Blindwertes von allen Proben

abgezogen und das Signal der Proben auf die unbehandelten Kontrollen normiert.
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KAPITEL B

Ergebnisse und Diskussion

Seit der Entdeckung von Cisplatin und seiner klinischen Zulassung 1978 ist es bis heute eines der
effektivsten Zytostatika auf dem Markt und gilt als Pionier der platinbasierten Chemotherapie. Auf-
grund seiner schwerwiegenden Nebenwirkungen sowie Resistezen gab es in den letzten Jahrzehnten
zahlreiche Bemiihungen neue, verbesserte platinbasierte Substanzen zu entwickeln. Lediglich zwei
dieser Substanzen, Carboplatin und Oxaliplatin, erhielten eine weltweite klinische Zulassung (Apps
et al., 2015). Zusammengefasst als platinbasierte Chemotherapeutika zdhlen sie heutzutage zu den
weltweit am meisten eingesetzten Zytostatika (Wheate et al., 2010). Trotz aller Bemithungen, neue
Substanzen zu entwickeln, die weniger Nebenwirkungen aufweisen sollen, haben alle drei Substan-
zen immer noch schwerwiegende Nebenwirkungen und im Falle von Carboplatin weist dieses zudem
Kreuzresistenzen zu Cisplatin auf. Um die platinbasierte Chemotherapie weiter zuverbessern, miis-
sen die komplexen Wirkmechanismen der Substanzen besser aufgeklért werden. Da sich alle drei
Substanzen strukturell voneinander unterscheiden, lassen sich durch Untersuchungen der Wirkme-
chanismen die strukturellen Unterschiede bewerten und dienen letztlich zur Entwicklung neuer
Substanzen.

Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit die Wirkmechanismen der klinisch angewandten Sub-
stanzen zunéchst in der Nierenkarzinomzelllinie A498 detailliert untersucht. Im Anschluss erfolgte
die Aufkldrung der potentiellen neuen platinbasierten Substanz PN149. Der Platin(IV)-nitroxyl-
Komplex zeigte in bisherigen Untersuchungen ein vielversprechendes Potential (Cetraz et al., 2017).
Abschlielend erfolgte eine Untersuchung des nephrotoxischen Potentials der Substanzen. Dabei soll-
te zum einen die Frage gekldrt werden, warum Cisplatin, aber nicht Carboplatin und Oxaliplatin
Nierenschidden verursachen und zum anderen, ob PN149 aufgrund seiner Struktur ebenfalls ein

geringeres nephrotoxisches Potential aufweist.
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5.1 Vergleich der Wirkmechanismen von Cisplatin, Carboplatin
und Oxaliplatin in A498 Zellen

Die Untersuchung der Wirkungsmechanismen der drei zugelassenen Substanzen erfolgte anhand

verschiedener Methoden sowohl auf molekularer sowie auf zellularer Ebene in A498 Zellen.

5.1.1 Zytotoxizitatsstudien

Die Wirkmechanismen verschiedener Chemotherapeutika kénnen unterschiedlich sein, letztendliche
Auswirkung bleibt jedoch fiir alle dieselbe, die Abtétung der Tumorzellen. Deshalb ist es essentiell,
das zytotoxische Potential in Tumorzellen zu untersuchen. Mit Hilfe der Bestimmung der Zytotoxi-
zitét lasst sich folglich die Effektivitdt verschiedener Substanzen miteinander vergleichen. In dieser
Arbeit erfolgte die Bestimmung der Zytotoxizitit der Verbindungen anhand zweier verschiedener
Assays. Zum einen wurde die relative Zellzahl (RCC) bestimmt, wobei diese hierbei zur Bestim-
mung der akuten Toxizitdt galt. Zum anderen erfolgte eine Langzeittoxizitatsstudie mit Hilfe des
Kolonieformationsassays (CFA). Um moglichst nahe an der klinischen Applikation zu sein, wurde
als Inkubationszeit 1 h gewahlt. Im Zuge der relativen Zellzahl wurde nach 72 h Nachinkubations-
zeit die Zellzahl bestimmt. Fiir die CFA Versuche erfolgte eine anschlieBende Kultivierungszeit von
12 Tagen.

Die Daten fiir die relative Zellzahl von Cisplatin in A498 Zellen wurden im Zuge der Masterarbeit
von Sabine Gajewski erstellt.

A498 Zellen wurden fiir die Bestimmung der relativen Zellzahl in einem Konzentrationsbereich von
10 - 80 pM Cisplatin inkubiert und deckt damit den klinisch relevanten Bereich fur Cisplatin von
ca. 10 - 50 pM Blutplasmakonzentration ab (de Jongh et al., 2001, 2004; O’Dwyer et al., 2000; van
Hennik et al., 1987). Inkubationen mit Carboplatin erfolgten in einem Bereich von 80 - 500 nM.
Aufgrund des stabileren Liganden zeigt Carboplatin im Vergleich zu Cisplatin eine geringere Re-
aktivitdt. Dies fithrt zu einer langsameren DNA-Platinierung, dadurch kann Carboplatin (300 -
450 mg/m?) in weitaus héheren Konzentrationen als Cisplatin (20 - 120 mg/m?) eingesetzt werden
(Kelland, 2007; Wheate et al., 2010). Oxaliplatin wurde in einem Bereich von 20 - 160 pM einge-
setzt. Klinisch relevante Dosen liegen hier in einem &hnlichen Bereich wie Cisplatin (O’Dwyer et al.,
2000).

Abbildung 5.1 zeigt den Einfluss der Substanzen auf die relative Zellzahl in A498 Zellen. Dabei ist
vor allem zu erkennen, dass Cisplatin und Oxaliplatin zu einem &hnlichen Kurvenverlauf fiihrten.
Bei einer Konzentration von 40 pM lag die relative Zellzahl bei 30 % fiir Cisplatin bzw. 39 % fiir
Oxaliplatin. Beide Substanzen wiesen einen eher stark abfallenden Kurvenverlauf auf, wohingegen
Carboplatin einen eher flach abfallenden Verlauf zeigte. Erst mit einer Konzentration von 320 pM

erreichte Carboplatin eine dhnliche Toxizitdt wie Cisplatin und Oxaliplatin.

Fiir die Kolonieformationsversuche wurde ein geringerer Konzentrationsbereich fiir die Substanzen
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Abbildung 5.1: Bestimmung der relativen Zellzahl (RCC) in A498 Zellen nach Behandlung
mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. A498 Zellen wurden fiir eine Stunde mit der jeweiligen
Konzentration an Cisplatin (10, 20, 40, 80 nM), Carboplatin (80, 160, 320, 500 nM) und Oxaliplatin (20, 40,
80, 160 pM) inkubiert. Nach einer 72 h Nachinkubationszeit wurde die Zellzahl bestimmt. Um die relative
Zelllzahl zu erhalten, wurde auf die Kontrolle normiert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus drei un-
abhéngigen Experimenten, die jeweils in Doppelbestimmung durchgefithrt wurden, + Standardabweichung.

gewéhlt. Da die relative Zellzahl fiir Cisplatin und Oxaliplatin einen &hnlichen Kurvenverlauf zeigte,
wurde derselbe Konzentrationsbereich fiir beide Substanzen gewédhlt. Dieser lag zwischen 5 und
20 pM. Carboplatin wurde in einem Bereich von 50 - 200 pM eingesetzt. Dies entspricht dem
zehnfachen der Konzentration von Cisplatin. Im Kolonieformationsversuch zeigte sich dieses Mal
ein unterschiedlicher Verlauf fiir Cisplatin und Oxaliplatin (Abbildung 5.2). Oxaliplatin erwies sich
hierbei etwas weniger toxisch als Cisplatin. Bei einer Konzentration von 20 pM fiihrte Cisplatin zu
einer Abnahme der Kolonieformation auf 12 %. Oxaliplatin erreichte mit derselben Konzentration
eine Abnahme auf 29 %. Zu beachten sind jedoch die hohen Standardabweichungen fiir Cisplatin, die
sich teilweise mit den Standardabweichungen von Oxaliplatin iiberschneiden. Die Kolonieformation
fiir Carboplatin zeigte eine Abnahme bei einer Konzentration von 200 pM auf 36 %. Carboplatin
und Oxaliplatin wiesen folglich eine geringere Langzeittoxizitat in A498 Zellen auf als Cisplatin.
In Tabelle 5.1 sind die berechneten I1C59 Werte der jeweiligen Substanzen im jeweiligen Assay

dargestellt.

A498 Zellen stammen aus dem proximalen Tubulus eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms (ccRCC).
Nierenzellkarzinome weisen eigentlich eine inherente Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika auf.
Nur 5 - 6 % sprechen iiberhaupt auf eine Behandlung mit Chemotherapeutika an (Rini et al.,

2009). Erstaunlicherweise zeigten A498 Zellen keine Resistenz gegeniiber platinbasierter Chemothe-



66 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

= 100 - T 100
5 . i) 1
£3 80 S2 80 1
8= T %o T
2 ] [ 1
58 o0 SE o0
Ty —e—CDDP g B .
Ey 40 3 o =g 40 A x Carboplatin
R + T Oxaliplatin KR}
S 2
e 20 4 5™ 20 A
2 3
G
¥ 0 , , : . x 0 : : : .

0 5 10 15 20 0 50 100 150 200

[uM] [uM]

Abbildung 5.2: Kolonieformationsassays in A498 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin, Car-
boplatin und Oxaliplatin. Zur Untersuchung der Kolonieformationsfahigkeit wurden A498 Zellen 1 h mit
jeweils Cisplatin (5, 10, 15, 20 nM), Carboplatin (50, 100, 150, 200 uM) sowie Oxaliplatin (5, 10, 15, 20 uM)
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Kultivierungsdauer von 12 Tagen, nach der die Anzahl der Kolonien
ausgezdhlt wurde. Die Bestimmung erfolgte in drei unabhéngigen Versuchen in jeweils Dreifachbestimmung.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus den Versuchen + Standardabweichung.

Tabelle 5.1: Berechnete IC5, Werte der CFAs sowie der relativen Zellzahl (RCC) von Cisplatin, Carboplatin
und Oxaliplatin in A498 Zellen.

Platinbasierte Substanz CFA [pM] RCC [uM]

CDDP 6 27
Oxaliplatin 12 46
Carboplatin 153 273

rapeutika auf. Alle drei Substanzen wiesen sogar eine hohe Effektivitat auf. Trivedi und Kollegen
untersuchten ebenfalls die Viabilitdt nach Inkubation mit Cisplatin in A498 Zellen sowie einer
weiteren ccRCC Zelllinie, den Caki-2 Zellen. Beide Zelllinien zeigten ebenfalls eine Sensitivitit ge-
geniiber Cisplatin (Trivedi et al., 2016). In einer Sensitivitdtsstudie in resistenten Zellen des NCI-60
panels mit den drei Substanzen sowie Tetraplatin zeigten die drei Verbindungen eine eher gerin-
ge zytotoxische Wirkung gegeniiber A498 Zellen. Vor allem die Sensitivitdt von Oxaliplatin war
deutlich reduziert (Rixe et al., 1996). Die im Zuge dieser Arbeit generierten Ergebnisse deuten
jedenfalls nicht daraufhin, dass die verwendeten A498 Zellen resistent gegeniiber platinbasierten

Chemotherapeutika sind.

Im folgenden Kapitel wird auf den Zusammenhang der hier dargestellten Ergebnisse und der intra-

zelluldren Aufnahme sowie der DNA-Platinierung eingegangen.

5.1.2 Intrazellulire Aufnahme und DNA-Platinierung

Einer der ersten und wichtigsten Schritte, den ein Chemotherapeutikum durchlduft, ist die Aufnah-
me in die Zelle. Der weitere Initialschritt fiir platinbasierte Chemotherapeutika ist anschlieend die
Induktion von DNA-Schaden. Dieser essentielle Schritt leitet eine Signalkaskade ein, die letztend-

lich zum Tod der Tumorzelle fiihrt. Die intrazelluldre Aufnahme sowie die DNA-Platinierung lassen
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sich mit Hilfe einer Metallanalyse nach einem Zellaufschluss bzw. einer DNA-Extraktion bestim-
men. Zur Bestimmung der intrazelluldren Aufnahme kam dabei die GF-AAS, sowie zur Analyse
der DNA-Platinierung die ICP-MS zum Einsatz.

Abbildung 5.3 zeigt die intrazelluldre Aufnahme sowie die DNA-Platinierung der drei Substanzen
in A498 Zellen. Die Zellen wurden fiir beide Untersuchungen mit jeweils 50 nM der entsprechenden
Substanz fiir 2 h inkubiert. In der Zytotoxizitdtsbestimmung zeigte sich bereits, dass Carboplatin
deutlich hohre Konzentrationen fiir dieselbe Effektivitat wie Cisplatin bzw. Oxaliplatin benétigt,
weshalb fiir die Aufnahme zusétzlich mit 300 pM inkubiert wurde. Nach saurem Aufschluss erfolg-
te die Bestimmung des Platingehaltes fiir die intrazellulire Aufname mit Hilfe der GF-AAS. Der
Platingehalt der DN A-Platinierung wurde aufgrund der héheren Sensitivitdt mit Hilfe der ICP-MS
gemessen. Angesichts der geringen Sensitivtiat der GF-AAS wurden die Versuche der intrazelluldren
Aufnahme fiir 2 h inkubiert. Damit sich die Ergebnisse der intrazelluliren Aufnahme mit der DNA-
Platinierung vergleichen lieflen, wurde fiir die Bestimmung der DNA-Platinierung, trotz hoherer
Sensitivitdt der ICP-MS, ebenfalls fiir 2 h inkubiert.

Im Rahmen der Masterarbeit von Sabine Gajewski wurden die Daten fiir die intrazelluldre Aufnah-
me von Cisplatin in A498 Zellen erstellt.

Ein Verleich der Aufnahme der Substanzen bei Inkubation mit 50 pM lésst erkennen, dass Cisplatin
die hochste Aufnahme von 23 ng Pt/10° Zellen aufwies. Mit 15 ng Pt/10° Zellen zeigte Oxaliplatin
eine um ca 1/3 reduzierte Aufnahme im Vergleich zu Cisplatin. Carboplatin hingegen offenbarte
mit ca. 5 ng Pt/10° Zellen die geringste Aufnahme. Vergleichbare Aufnahmewerte zu Cisplatin wies
Carboplatin jedoch bei der Inkubation mit 300 pM auf.

Intrazelluldre Aufnahme DNA-Platinierung
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Abbildung 5.3: Intrazellulire Akkumulation und DNA-Platinierung in A498 Zellen nach Be-
handlung mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. A: Zur Bestimmung der intrazellularen Akku-
mulation wurden A498 Zellen fiir 2 h mit jeweils 50 pM Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin inkubiert. Fiir
Carboplatin erfolgte eine zusétzliche Inkubation mit 300 pM. Nach saurem Aufschluss wurde der Platinge-
halt mittels Graphitrohr-AAS bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen
+ Standardabweichung. B: Fiir die Bestimmung der DNA-Platinierung wurden A498 Zellen fiir 2 h mit je-
weils 50 pM Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin behandelt. Nach Abbruch der Behandlung erfolgte eine
DNA-Extraktion sowie ein saurer Aufschluss. Der Platingehalt wurde abschlieend mit Hilfe der ICP-MS
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhédngigen Experimenten 4+ Standardabweichung.
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Ghezzi und Kollegen fiihrten verschiedene Aufnahmestudien mit den drei Substanzen in der Brust-
krebszelllinie MCF-7 durch. Sie setzten dabei nur geringe Konzentrationen (0,1 pM) iiber einen
Zeitraum von 24 h ein. Nach zusédtzlichen 48 h ermittelten sie auflerdem die jeweilgen 1C5y Wer-
te, wobei hier nicht hervor geht, welche Konzentrationen sie fiir die Bestimmung der Zellviabilitéit
eingesetzt haben. In ihrer Studie zeigte sich die héchste Aufnahme fiir Oxaliplatin, gefolgt von Cis-
platin und mit einer deutlich geringeren Aufnahme Carboplatin. Oxaliplatin wies dabei auflerdem
den niedrigsten ICsy von ungefahr 6 pM auf. Cisplatin (28 nM) und Carboplatin (250 pM) zeigten,
zu denen in dieser Arbeit ermittelten ICsy Werten, vergleichbare Werte (Ghezzi et al., 2004). In
einer weiteren Studie verglichen Larson und Kollegen den Einfluss des Ctrl auf die Aufnahme der
drei Substanzen in parentalen embryonalen Mausfibroblasten. Ohne Manipulation des Ctrl zeigten
Carboplatin und Oxaliplatin vergleichbare Aufnahmen, wohingegen Cisplatin eine héhere Aufnah-
me aufwies. Da sie nur eine Kurzzeitinkubation von 5 min anwendeten, erklirten sie ihre Befunde
mit der hoheren Affinitdt von Cisplatin gegentiber Nukleophilen und somit auch dem Ctrl (Larson
et al., 2009). Holzer und Kollegen untersuchten ebenfalls den Einfluss des Ctrl auf die intrazellulére
Akkumulation der drei Subtanzen in murinen embryonalen Fibroblasten. Sie fanden heraus, dass
der Ctrl bei geringen Konzentrationen der drei Substanzen fiir die intrazellulire Aufnahme mit
verantwortlich ist. Interessanterweise hatte der Ctrl bei hohen Konzentrationen von Oxaliplatin

keinen Einfluss mehr auf die intrazellulire Akkumulation (Holzer et al., 2006).

FEin weiterer involvierter Influxtransporter, neben dem bereits erwdhnten Ctrl, ist der organische
Kationen Transporter OCT2. Wahrend der Ctrl vor allem eine Rolle im Bezug auf Cisplatin-
Resistenzen zu spielen scheint, tragt der OCT2 wohl zur Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitat bei.
Verschiedene Studien zeigten eine Kausalitit zwischen dem OCT2 und der Aufnahme von Cisplatin
in Nierenzellen, und der damit einhergehenden Nephrotoxiztitdt, sowohl in in vivo als auch in in
vitro Studien (Ciarimboli et al., 2010; Filipski et al., 2008; Ludwig et al., 2004; Yonezawa et al.,
2005). Der OCT2 gehort der Familie der Solute Carrier an. Zu dieser Familie gehthren neben
dem OCT2 auflerdem der OCT1 und OCT3. Interessanterweise wird der OCT2 vorwiegend in der
Niere und dort vor allem im S3 Segment in der basolateralen Membran des proximalen Tubulus
exprimiert, folglich dem Ort, an dem die Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitat auftritt (Koepsell
und Endou, 2004). Er scheint demnach besonders an der Aufnahme in Nierenzellen beteiligt zu
sein.

Weitere Studien deuten auflerdem daraufhin, dass Oxaliplatin, nicht aber Carboplatin, ebenfalls ein
Substrat fiir den OCT2 darstellt (Burger et al., 2010; Yonezawa et al., 2006; Yonezawa und Inui,
2011). Dieser Befund kénnte u.a. zur Erklarung beitragen, warum Carboplatin in der vorliegenden
Arbeit nur gering im Vergleich zu den anderen zwei Substanzen in A498 Zellen aufgenommen wurde.
Auflerdem konnte sich dadurch weiter erkléren, dass in den oben genannten Studien die Aufnahmen
der Substanzen eine Zelllinienabhéngigkeit aufweist.

In der Masterarbeit von Johanna Wall zeigte sich bei einem knockdown von 50 % des OCT2 in
A498 Zellen jedoch kein Einfluss des Transporters auf die Aufnahme von Cisplatin (Daten nicht

gezeigt). Hierzu miissten allerdings noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, da es sich
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nur um einen knockdown und keinen knockout handelte.

Neben Transportsystemen fiir die Aufnahme spielen auflerdem Effluxtransporter eine wichtige Rolle
fur die Akkumulation der Substanzen in der Zelle. Hier spielen die Pendants zu den Influxtrans-
portern eine Rolle. Der Kupfer Effluxtransporter ATP7A /7B und der zur Solute Carrier Familie
gehorige MATE] sollen einen Einfluss auf platinbasierte Substanzen haben (Burger et al., 2011;
Hall et al., 2008; Harrach und Ciarimboli, 2015). MATE1 wird, wie auch der OCT2, unterschiedlich
stark in verschiedenen Geweben exprimiert. Es wird diskutiert, dass die Niere eines der Organe ist,
in dem der MATE1 besonders exprimiert wird (Meyer zu Schwabedissen et al., 2010). In einer
Studie an Mé&usen konnte gezeigt werden, dass die Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitdt in MATE1
knockout Méusen verstéirkt war. Anhand ihrer Untersuchungen schlussfolgerten Nakamura und Kol-
legen, dass der MATE1 am Efflux von Cisplatin beteiligt ist und somit in die Cisplatin-induzierte
Nephrotoxizitét involviert ist (Nakamura et al., 2010). Yonezawa und Kollegen untersuchten in
HEK239 Zellen u.a. den Einfluss von MATEL auf Cisplatin, Carboplatin, Oxaliplatin und Nedapla-
tin. Dabei stellten sie fest, dass Cisplatin und Oxaliplatin, aber nicht Carboplatin und Nedaplatin,
ein Substrat fiir den MATE1 darstellen (Yonezawa et al., 2006). Weiterhin scheint Oxaliplatin eine
hohere Affinitdt gegeniiber dem MATEL zu haben, wodurch Oxaliplatin vermehrt ausgeschleust
werden soll. Dies kénnte wiederrum ein Grund fiir die nicht vorhandene Nephrotoxizitdt von Oxa-
liplatin sein (Yokoo et al., 2007). Eine vermehrte Ausschleusung von Oxaliplatin kénnte ebenfalls
in den A498 Zellen moglich sein. Im Rahmen der Masterarbeit von Sirin Yesil wurde mit Hilfe
eines Immunoblots versucht, den MATE1 nachzuweisen. Ein Nachweis war jedoch aufgrund des
Antikérpers nicht moglich (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend haben folglich verschiedene Transporter einen Einfluss auf die intrazelluldre Auf-
nahme von platinbasierten Substanzen. Der Influx und Efflux der jeweiligen Substanzen ist abhén-
gig von unterschiedlichen Transportern, weshalb die drei Substanzen unterschiedliche Akkumulatio-
nen in der Zelle zeigen. Weiterhin werden Transporter in verschiedenen Organen unterschiedliche

exprimiert, dadurch ist die Akkumulation der platinbasierten Substanzen auflerdem zelltypabhén-

gig.

Die Untersuchungen zur DNA-Platinierung offenbarten ebenfalls den héchsten Platinierungsgehalt
fiir Cisplatin. Im Gegensatz zur Aufnahme zeigte Oxaliplatin die geringste Platinierung. Hierbei
gilt es jedoch die auflergewthnlich hohe Standardabweichung fiir Carboplatin zu beachten. Eine
Betrachtung der einzelnen Ergebnisse der drei unabhéingigen Experimente offenbarte eine {iberaus
deutliche Abweichung eines Versuches (siehe Anhang). Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden,

dass die DNA-Platinierung von Carboplatin doch geringer ist als die von Oxaliplatin.

Verschiedene Studien offenbarten eine geringere Reaktivitdt von Oxaliplatin mit der DNA. Glei-
che Konzentrationen an Oxaliplatin und Cisplatin fiihrten zu weniger DNA-Schiden im Falle von
Oxaliplatin (Saris et al., 1996; Woynarowski et al., 1998, 2000). Es zeigte sich jedoch auch, dass Oxa-
liplatin trotz weniger DNA-Schéden dieselbe Effektivitdt aufwies. Hector und Kollegen konnten in

ihren Studien in der Ovarialkarzinomzelllinie A2780 ebenfalls feststellen, dass Oxaliplatin weniger
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in der Zelle akkumuliert als Cisplatin, wobei sich dennoch derselbe zytotoxische Effekt fiir beide
Substanzen, trotz geringerer DNA-Platinierung, zeigte (Hector et al., 2001). Diese Beobachtung
l&sst sich vermutlich auf die Art der DNA-Schidden bzw. deren Folgen zuriickfithren. Der genaue
zugrundeliegende Mechanismus ist bis heute allerdings noch nicht offengelegt. Im spéateren Verlauf

der Arbeit wird noch einmal genauer auf die DNA-Schadensantwort eingegangen.

Knox und Kollegen zeigten in verschiedenen zelluldren Kinetikstudien, dass Carboplatin im Ver-
gleich zu Cisplatin deutlich langsamer seinen Abgangsgruppen Liganden verliert und dieser mit Was-
sermolekiilen ersetzt wird. Dadurch ist Carboplatin weniger reaktiv als Cisplatin. Die Folge davon
ist, dass weitaus hohere Konzentrationen eingesetzt werden miissen, um dieselbe DNA-Platinierung
zu erhalten. Knox und Kollegen zeigten weiterhin, dass dieselbe DNA-Platinierung letztenendes in
Walker Zellen zu demselben zytotoxischen Effekt der beiden Substanzen fiihrt, da beide Substanzen
dieselben DNA-Schéaden verursachen (Knox et al., 1986). Dieser Unterschied in der Reaktionskine-
tik der beiden Substanzen erklért, warum Carboplatin eine geringere DNA-Platinierung in den
A498 Zellen aufweist. Folglich fithren eine geringere Aufnahme sowie DNA-Platinierung zu einer
geringeren Toxizitdt. Dies erldutert weiterhin, warum fiir Carboplatin deutlich héhere Konzentra-
tionen noétig sind, um dieselbe Effektivitit wie Cisplatin zu erreichen. Interessant ist allerdings, dass
Carboplatin bei selber Konzentration wie Cisplatin eine deutlich geringere Aufnahme zeigt. Dies
l&sst sich nicht durch die geringere Reaktivitdt erkldren. Da der OCT2 vermehrt in Nierenzellen
exprimiert wird und A498 Zellen der Niere entstammen, konnte dies eine Erklarung fiir die geringe

Aufnahme von Carboplatin sein, da dieses kein Substrat fiir den Transporter darstellt.

Auf der Ebene der intrazelluliren Aufnahme sowie DNA-Platinierung zeigten sich fiir alle drei
platinbasierten Chemotherapeutika Unterschiede in A498 Zellen. Diese Unterschiede wurden im

Folgenden weiter auf molekularer und zellularer Ebene untersucht.

5.1.3 Einfluss von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin auf p53

Nachdem platinbasierte Chemotherapeutika DNA-Schéden verursacht haben, wird eine Signaltrans-
duktionskaskade in Gang gesetzt, die letztenendes im Zelltod der Tumorzelle kulminiert. Diese Si-
gnalkaskade induziert oder reprimiert Gene bzw. Proteine mit unterschiedlichen Funktionen. Die
Art des DNA-Schadens entscheidet dabei, welche Gene aktiviert werden. Fiir Cisplatin und Car-
boplatin ist bekannt, dass sie genau dieselben DNA-Schiaden verursachen. Folglich sollte es hierbei
zur Aktvierung derselben Singalkaskade kommen. Oxaliplatin hingegen verursacht, aufgrund seines
DACH-Ligandens, andere DNA-Schédden. Dies fithrt zu einer unterschiedlichen Signaltransduktions-
kaskade, weshalb Oxaliplatin, im Gegensatz zu Cisplatin und Carboplatin, u.a. in Kolonkarzinomen
effektiv ist. Es wird postuliert, dass der Grund hierfiir bei der Schadenserkennung durch Mismatch
Reparatur Proteine liegt. MMR, Proteine sind in der Schadenserkennung von Cisplatin-induzierten
DNA-Schéaden involviert. Im Gegensatz dazu werden Oxaliplatin-induzierte DNA-Schiaden unab-

héingig von MMR-Proteinen erkannt. Kolonkarzinome kénnen MMR defizient sein, wodurch sie auf
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der einen Seite resistent gegeniiber Cisplatin und Carboplatin sind, auf der anderen Seite Oxalipla-

tin aber sehr effektiv in Kolonkarzinomen wirken kann (Kweekel et al., 2005).

In Abbildung 5.4 ist die verdnderte Genexpression verschiedener Transkriptionsfaktoren in A498
Zellen nach Inkubation mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin dargestellt. Zur Untersuchung
der Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR wurden A498 Zellen fiir 1 h mit verschiedenen

Konzentrationen der platinbasierten Substanzen inkubiert und anschliefend fiir 24 h weiterkulti-

viert.
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Abbildung 5.4: Genexpression verschiedener Transkriptionsfaktoren in A498 Zellen nach In-
kubation mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Es erfolgte zunéchst eine 1 h Inkubation der
A498 Zellen mit jeweils verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin (10, 20, 50 puM), Carboplatin (50, 100,
200, 300, 400, 500 nM) sowie Oxaliplatin (20, 50, 100, 150). Im Anschluss folgte eine 24 h Nachinkubation.
Schliellich wurde die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR. ermittelt. Dargestellt sind die log2
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen normiert auf die Kontrolle. Dabei entspricht die Kontrolle 0.

Finer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren im Bezug auf zelluldren Stress stellt p53 dar. Erféhrt
eine Zelle Stress und kommt es zu DNA-Schéden, filhrt eine Aktivierung von p53 entweder zu ei-
nem Zellzyklusarrest, sodass die Zelle Zeit bekommt Reparaturprozesse einzusetzen, oder aber die
Zelle leitet die Apoptose ein (Vousden und Lu, 2002). Aufgrund dessen wird p53 auch als Wichter
des Genoms bezeichnet. Negativregulator von p53 ist MDM2. MDM2 sorgt dafiir, dass p53 unter

normalen Bedingungen auf einem niedrigen Level gehalten wird, in dem es an p53 bindet und es
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so in seiner Funktion inhibiert. MDM2 kann aber auch die Ubiquitinierung und damit den Abbau
von p53 auslosen. Es zeigte sich weiterhin, dass p53 und MDM2 eine negative Feedbackschleife
aufweisen, d.h. p53 induziert MDM2, das wiederum den Abbau von p53 auslost (Levine und Oren,
2009). In Abbildung 5.4 ist eine deutliche Zunahme der Genexpression von MDM2 fiir alle drei
Substanzen zu erkennen. Diese wird mit steigender Konzentration starker und zeigte die stérkste
Expression fiir Oxaliplatin. Diese Verdnderungen deuten folglich auf eine Aktivierung von p53 hin.
Neben MDM2 zeigte die Genexpressionsanalyse der Transkriptionsfaktoren nach Behandlung von
A498 Zellen mit Cisplatin sowie Oxaliplatin eine vermehrte Expression von NFKBIA sowie VEG-
FA. NFKBIA codiert fiir das Protein IxBa, das NF-xB reguliert (Vallabhapurapu und Karin, 2009).
Im Vergleich zu Oxaliplatin zeigte Cisplatin keine vermehrte Expression der fiir NF-xB codieren-
den Gene NFKBI und NFKB2. Dennoch spricht eine vermehrte Expression von NFKBIA fiir eine
Induktion von NF-kB. Diese Induktion von NF-xB steht im Zusammenhang mit Inflammationspro-
zessen (Vallabhapurapu und Karin, 2009). Ebenso involviert in Inflammationsprozesse soll VEGFA
sein (Martin et al., 2009). In Abschnitt 5.1.6 wird daher néher auf die vermehrte Expression der
beiden Gene eingegangen.

Zusétzlich dazu zeigte Oxaliplatin aulerdem eine vemehrte Expression von JUN. Fiir Cisplatin
lasst sich hier eine leichte konzentrationsabhéngige vermehrte Expression erkennen, diese lag je-
doch nicht im relevanten Bereich. JUN codiert fiir das Protoonkogen c-Jun und ist Teil des Tran-
skriptionsfaktors AP-1 (Bohmann et al., 1987). Reguliert wird JUN durch Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung (Boyle et al., 1991; Lin et al., 1992; Shaulian, 2010). Bekannt ist JUN wei-
terhin vor allem dafiir, an der Proliferation beteiligt zu sein. Folglich gilt es als Tumorpromotor
(Shaulian, 2010). In Experimenten an embyronalen Mausfibroblasten, die mit UV-Strahlung behan-
delt wurden, untersuchten Shaulian und Kollegen, welchen Einfluss dabei die Induktion von JUN
auf weitere Proteine in der Zelle hat. Dabei fanden sie heraus, dass JUN den Einfluss von p53 auf
p21 unterbindet und somit den induzierten Zellzyklusarrest aufhebt. Gleichzeitig fithrte dies dazu,
dass die Zellen in die Apoptose gingen.JUN defiziente Zellen hingegen verblieben im Zellzyklusar-
rest und leiteten nicht die Apoptose ein (Shaulian et al., 2000). Weiterhin scheint aulerdem der
Inflammationsmarker TNF-a zur Aktivierung von JUN zu fithren (Westwick et al., 1994).

Neben diesen Funktionen scheint JUN auflerdem DNA-Reparaturgene zu beeinflussen (Shaulian,
2010). JUN wird u.a. durch die ¢-Jun N-terminale kinase (JNK) aktiviert. In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dass Cisplatin iiber JNK JUN aktiviert (Hayakawa et al., 2003; Potapova
et al., 1997, 2001). Diese Aktivierung fithrt zu einer erhéhten DNA-Reparatur und spielt aufler-
dem eine Rolle in Cisplatin-resistenten Tumoren (Hayakawa et al., 2004). In A498 Zellen konnte
allerdings keine vermehrte Expression von JUN im relevanten Bereich fiir Cisplatin ermittelt wer-
den. Fiir Oxaliplatin konnte keine Studie, die den Einfluss auf JUN untersucht, ausfindig gemacht
werden. Lediglich in einer Studie wurde die Aktivierung von JNK nach Inkubation mit Oxalipla-
tin bzw. Cisplatin untersucht. Dabei konnten Nehmé und Kollegen eine Aktivierung fiir Cisplatin,
nicht aber fiir Oxaliplatin feststellen (Nehmé et al., 1999). Im Zuge der Zellzyklusuntersuchung von

Oxaliplatin wird noch einmal auf JUN eingegangen.
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Abbildung 5.5: Proteinlevel von p53 nach Inkubation mit Cisplatin, Carboplatin und Oxali-
platin in A498 Zellen. A498 Zellen wurden fir 1 h mit Cisplatin (10, 20, 50 uM), Carboplatin (100, 200,
300, 400, 500 nM) sowie Oxaliplatin (10, 20, 50, 100 pM) inkubiert. Es folgte anschliefend eine 24 h Nach-
inkubation. Mittels Immunoblot wurde das Proteinlevel von p53 bestimmt. Als Ladekontrolle diente ERK2.
Es wurden drei voneinander unabhingige Versuche durchgefiihrt, wobei jeweils ein Versuch exemplarisch
dargestellt ist.

Die verstarkte Genexpression von MDM2 weist auf eine Aktivierung von p53 hin, weshalb im Wei-
teren das Proteinlevel von p53 nach Inkubation der Substanzen mittels Immunoblot untersucht
wurde. Die Behandlung der Zellen erfolgte dabei nach dem gleichen Schema wie fiir die Genex-
pression. Beispielhafte Immunoblots der drei Substanzen sind in Abbildung 5.5 dargestellt. Alle
Substanzen zeigten einen konzentrationsabhéngigen Anstieg des p53 Proteinlevels nach Inkubation
mit der jeweiligen Substanz. Eine semiquantitative Auswertung der Immunoblots, mit Einbezug der
Ladekontrolle ERK2, offenbarte vor allem fiir Oxaliplatin einen deutlichen Anstieg des p53 Protein-
levels (Abbildung 5.6). Carboplatin zeigte den geringsten Anstieg des p53 Proteinlevels. Selbst bei
der hoéchsten Konzentration von 500 pM lag das Proteinlevel deutlich unter dem von Cisplatin, bei
einer Konzentration mit einem vergleichbaren zytotoxischen Effekt (50 pM). Dies ist insofern inter-
essant, da Carboplatin und Cisplatin genau die gleichen DNA-Schidden verursachen. P53 wird vor
allem als Antwort auf DNA-Schéden vermehrt induziert. Folglich kénnten im Falle von Cisplatin
weitere Ursachen zu einer vermehrten Induktion von p53 fithren. Neben anderen steht die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Verdacht p53 zu aktivieren (Bae et al., 2006; Bragado
et al., 2007; Jiang et al., 2007).

In 50 % aller Tumoren ist p53 mutiert und damit oft inaktiv. Dies kann ein Problem in der Tu-
morbehandlung darstellen, da der Tumor dadurch resistent gegeniiber dem Chemotherapeutikum
sein kann (Bourdon, 2007). Wie bereits weiter oben erklirt, kann p53 neben einem Zellzyklusar-
rest gleichermaflen die Apoptose einleiten. Die Einleitung der Apoptose ist ein essentieller Vorgang
fiur den Wirkmechanismus vieler Chemotherapeutika. Durch ein mutiertes p53 kann dieser Schritt
ausbleiben und die Tumorzelle iiberlebt. Das erhchte pb3-Proteinlevel nach Inkubation mit der
jeweiligen platinbasierten Substanz deutet auch hier auf einen pb3-abhingigen Wirkmechanismus
hin. Vor allem Oxaliplatin fiihrte in A498 Zellen zu einem starken Anstieg des p53 Proteinlevels.

Bragado und Kollegen konnten in der Kolonkarzinomzelllinie HCT116 mit Wildtyp p53 ebenfalls

nach Behandlung mit Cisplatin einen Anstieg im p53 Proteinlevel feststellen. Weiterhin postulieren
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Abbildung 5.6: Semiquantitative Auswertung der p53 Immunoblots in A498 Zellen nach Inku-
bation mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Die semiquantitative Auswertung erfolgte anhand
der Immunoblots von p53 mit Einbezug der Ladekontrolle ERK2. A498 Zellen wurden hierfiir 1 h mit der
jeweiligen Substanz inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Nachinkubation von 24 h. Da sich bei einer Konzen-
tration von 50 nM Carboplatin das p53 Level kaum énderte, wurde diese Konzentration nur einmal gemessen.
Dafiir wurde in den weiteren zwei Experimenten eine hohere Konzentration von 500 1M eingesetzt. Ahnliches
gilt fiir die héchste Konzentration von Oxaliplatin mit 150 nM, wobei sich hier eine sehr starke Zunahme des
Proteinlevels zeigte, weshalb in den weiteren zwei Experimenten eine zusétzliche niedrige Konzentration von
10 pM eingetzt wurde. Alle weiteren Konzentrationen wurden in drei unabhéngigen Versuchen durchgefiihrt.
Die behandelten Proben wurden jeweils auf die unbehandelte Kontrollprobe normiert. Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert der Versuche £+ Standardabweichung.

sie einen Zusammenhang zwischen dem p53 Status und der Induktion von ROS nach Behandlung
mit Cisplatin (Bragado et al., 2007). Bae und Kollegen untersuchten ebenfalls den postulierten
Zusammenhang in p53 inaktiven Zelllinien und fanden dabei heraus, dass dieser Zusammenhang
Zelltyp abhéngig ist (Bae et al., 2006). In eigenen Untersuchungen in RT112 Zellen zeigte sich nach
Behandlung mit Cisplatin kein erhohtes p53 Proteinlevel, obwohl auf Genexpressionsebene, wie
fiir die A498 Zellen, p53-abhéngige Gene vermehrt expremiert wurden (Schoch et al., 2018, siche
Anhang). Nichtsdestotrotz induzierte Cisplatin effektiv den Zelltod. Die Induktion von p53 durch
Cisplatin scheint folglich nicht zwingend notwendig fiir die Einleitung des Zelltods zu sein. Weiter-
hin soll p53 auBerdem eine Rolle in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitéit spielen (Cummings,
2002; Jiang et al., 2004, 2006; Pabla et al., 2008; Zhu et al., 2015).

Kiyonari und Kollegen untersuchten u.a. das pb3 Proteinlevel in HCT116 Zellen nach Behandlung
mit 10 pM Cisplatin und 1 pM Oxaliplatin {iber einen Zeitraum von 48 h. Dabei fanden sie ebenfalls
sowohl fir Cisplatin als auch Oxaliplatin ein erhéhtes p53 Proteinlevel, wobei Oxaliplatin zu einer
deutlicheren Zunahme fiihrte (Kiyonari et al., 2015). Hierbei muss jedoch auch erwdhnt werden,
dass HCT116 Zellen aufgrund einer MMR-Defizienz resistent gegeniiber Cisplatin sind, wohinge-

gen Oxaliplatin in diesen Zellen sehr effektiv ist.
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In einer Studie in verschiedenen Zervixkarzinomzelllinien, in denen der p53 Status durch das HPV
E6 Onkogen beeinflusst ist, untersuchten Koivusalo und Kollegen, inwiefern der veranderte pb3
Status Einfluss auf die Behandlung von Cisplatin, Carboplatin oder Oxaliplatin hat. Es zeigte sich,
dass der Status auf die zytotoxische Wirkung aller drei Substanzen einen Einfluss hatte. Sie beton-
ten aber weiter, dass auch Zellen mit inaktivem p53 zum Zelltod fiithrten. Folglich weisen vermutlich
alle drei Substanzen einen p53-abhéngigen, aber auch einen -unabhéngigen Mechanismus auf (Koi-
vusalo et al., 2002).

P53 scheint am Wirkmechanismus von platinbasierten Chemotherapeutika in A498 Zellen jeden-
falls beteiligt zu sein. Die folgenden Untersuchung weiterer p53-abhéngiger downstream Gene sollen

weiteren Aufschluss iiber den Einfluss von p53 auf den Wirkmechanismus geben.

5.1.4 DNA-Schadensantwort und -Reparatur

DNA-Schéden fiihren in der Zelle zu einer sogenannten DNA-Schadensantwort (DNA damage re-
sponse - DDR). DNA-Lésionen beeinflussen u.a. die Transkription oder Replikation, weshalb es
essentiell fiir die Zelle ist, Prozesse zu besitzen, die es ermdglichen solche Schéden zu beheben.
Ohne diese Prozesse konnen letztendlich Mutationen entstehen (Giglia-Mari et al., 2011). Der
wichtigste Prozess ist primdr die DNA-Schadenserkennung und letztendlich die DNA-Reparatur.
Je nach Art der DNA-Lésion werden unterschiedliche DNA-Reparaturwege induziert. Die DNA-
Schadensantwort kann neben der Reparatur auch zu einem Zellzyklusarrest fiihren. Dieser verschafft
der Zelle mehr Zeit fiir die Reparatur. Sollte eine Reparatur nicht mehr méglich sein, werden Signal-
wege induziert, die zum programmierten Zelltod fiihren. So verhindert die Zelle eine Weitergabe
der eventuell entstehenden Mutation (Ciccia und Elledge, 2010; Giglia-Mari et al., 2011).

Die Induktion von Intrastrang- und Interstrang- Crosslinks durch Cisplatin fithrt in der Zelle zu einer
schnellen DNA-Schadensanwort. Dabei scheinen die Proteine ATM (atazia-telangiectasia mutated)
und ATR (atazia-telangiectasia and Rad3-related protein) eine entscheidende erste Rolle zu spielen
und Initiatoren der weiteren Signalkaskade zu sein (Roos und Kaina, 2013; Zhu et al., 2015). Zur
weiteren Signalkaskade gehoren u.a. Chkl und Chk2 sowie letztlich p53 (Zhu et al., 2015). Weitere
downstream pb3-target Gene sollen PCNA (proliferating cell nuclear antigen), GADD45A (growth
arrest and DNA damage 45), XPC (XPC complex subunit, DNA damage recognition and repair
factor) sowie DDB2 (damage-specific DNA binding protein 2) sein (Wang und Lippard, 2005; Zhu
et al., 2015).

An der Reparatur von Cisplatin-induzierten DNA-Schéden sind verschiedene Reparaturprozesse be-
teiligt. Cisplatin-induzierte Intrastrang- Crosslinks konnen durch die Nukleotidexzisionsreparatur re-
pariert werden (Koberle et al., 2010; Usanova et al., 2010). Die Reparatur von Interstrang- Crosslinks
erfolgt tiber die ICL Reparatur, ein Reparaturmechanismus, der noch nicht vollstdndig aufgeklart
ist (Muniandy et al., 2010; Koberle et al., 2010). Es scheint aber ein komplexes Zusammenspiel
aus verschiedenen Reparaturmechanismen zu sein. Neben der homologen Rekombination (HR) sol-

len die Nukleotidexzisionsreparatur, Mismatch Reparatur, das Fanconia Anemia-Proteinnetzwerk
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sowie Translesions-DNA-Polymerasen beteiligt sein (Hinz, 2010). Weiterhin wird diskutiert, ob
Proteine der Basenexzisionsreparatur (BER) ebenfalls an der ICL Reparatur beteiligt sind (Kot-
handapani und Patrick, 2013) Aus den induzierten Crosslinks konnen, iiber den Arrest von DNA

Replikationsgabeln, DNA-Doppelstrangbriiche entstehen (Kennedy et al., 2004).

Carboplatin induziert exakt die gleichen DNA-Schéden wie Cisplatin, weshalb es hier keinen Unter-
schied in der DDR sowie der DNA-Reparatur geben sollte. Oxaliplatin hingegen induziert zwar auch
Intrastrang- und Interstrang-Crosslinks, aufgrund seines DACH-Liganden unterscheidet sich aber
die DDR und Reparatur im Vergleich zu Cisplatin und Carboplatin. Der DACH-Ligand fiihrt u.a.
zu einer groferen Verzerrung der DNA-Helix. Dies fithrt zu einer unterschiedlichen Schadenserken-
nung und folglich weiteren Unterschieden in den nachfolgenden Prozessen wie der DNA-Reparatur
(Lewis et al., 2009; Chaney et al., 2004; Vaisman und Chaney, 2000).

DNA-Schadensantwort und -Reparatur

.
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Abbildung 5.7: Genexpression von DNA-Schadensantwort- und -Reparaturgenen in A498 Zel-
len nach Behandlung mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. A498 Zellen wurden fir 1 h
mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen Substanz inkubiert und anschlieflend fiir weitere 24 h
kultiviert. Danach erfolgte die Bestimmung der Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR. Zur Aus-
wertung wurden die behandelten Proben auf die unbehandelte Kontrollprobe normiert. Dargestellt sind die
log2 Mittelwerte aus drei unabédngigen Experimenten.

Abbildung 5.7 zeigt die Genexpression von Genen involviert in die DNA-Schadensantwort sowie

-Reparatur in A498 Zellen nach Behandlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. Darge-
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stellt sind nur Gene, die eine relevante Verdnderung in der Genexpression aufwiesen. Auf den
ersten Blick lasst sich ein deutlicher Unterschied zwischen Cisplatin und Carboplatin im Vergleich
zu Oxaliplatin erkennen. Fiir alle drei Substanzen ldsst sich jedoch auch eine erhdohte Expressi-
on von ph3-abhiangigen Genen erkennen. Eine relevante Erhohung wiesen dabei die Gene DDB2,
GADD/5A und RRM2B (ribonucleotide reductase requlatory TP53 inducible subunit M2B) auf.
Eine konzentrationsabhéngige Tendenz war auflerdem fir PCNA (aufler bei Oxaliplatin) sowie
XPC zu erkennen.Alle Gene spielen dabei eine Rolle in der NER. PCNA interargiert weiterhin mit
GADD/5A und p21, wodurch es so Einfluss auf den Zellzyklus nimmt.

Ein weiteres Gen, das konzentrationsabhéngige Tendenzen fiir Cisplatin und Carboplatin zeigte, war
POLB (DNA polymerase beta). Fir Oxaliplatin war die erhohte Genexpression von POLB im rele-
vanten Bereich. Das codierende Proteine ist Teil der BER (Lange et al., 2011). Yang und Kollegen
konnten in POLB-defizienten Zellen einen Zusammenhang zwischen POLB und von Oxaliplatin-
induzierten DNA-Schéden nachweisen. Im Gegensatz dazu zeigte sich fiir Cisplatin kein Unterschied
in der Reparatur in den profizienten und defizienten Zellen (Yang et al., 2010). Kontrar zu dieser
Studie zeigte sich jedoch in einer Studie in der humanen Kolonkrebszelllinie CaR~1 , dass Patienten
mit einer geringen Expression von POLB eine erhéhte Sensitivitdt gegentiiber Cisplatin aufweisen,
aber nicht gegeniiber Oxaliplatin (Iwatsuki et al., 2009). Weitere Proteine der BER blieben in der
Genexpressionsanalyse unverandert (Daten nicht gezeigt). Deshalb bleibt es fraglich, inwiefern die
BER an der Reparatur der DNA-Schéden der drei Substanzen beteiligt ist.

Wie bereits erwdhnt, sollen die Proteine ATM und ATR eine entscheidende Rolle in der DDR von
Cisplatin spielen. Fiir keine der drei Substanzen zeigte sich jedoch eine Verdnderung in der Genex-
pression (Daten nicht gezeigt). Da beide Proteine am Anfang der Signalkaskade stehen, konnte es
sein, dass zum gewéhlten Zeitpunkt nach 24 h kein Einfluss mehr zu erkennen ist. Weitere NER
beteiligte Gene wie ERCC1 (ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit), ERCC2
(ERCC excision repair 2, TFIIH core complex helicase subunit, XPD), ERCCY (ERCC excision re-
pair 4, endonulcease catalytic subunit, XPF), ERCC5 (ERCC excision repair 5, endonuclease, XPG)
und XPA (XPA, DNA damage recognition and repair factor) zeigten ebenfalls keine Verdnderung

in ihrer Expression (Daten nicht gezeigt).

Ein deutlicher Unterschied von Oxaliplatin zu Cisplatin und Carboplatin im Genexpressionsprofil
von Genen der DNA-Schadensantwort und -Reparatur zeigte sich bei Genen, die an der Doppel-
strangbruchreparatur, genauer an der Homologen Rekombination, beteiligt sind. BRCA1 (breast
cancer 1, DNA repair associated), BRCA2 (breast cancer 2, DNA repair associated) und RADS1
(RADS51 recombinase) wurden durch die Behandlung mit Oxaliplatin konzentrationsabhingig stark
vermindert exprimiert. Des Weiteren sind das an der Mismatch Reparatur beteiligte Gen MSH2
(MutS homolog 2, DNA mismatch repair protein Msh2) sowie PARP1 (poly(ADP-ribose) polymera-
se 1), das an der Einzelstrangbruchreparatur beteiligt ist, ebenfalls herunterreguliert. Folglich sind
mehrere Gene verschiedener DNA-Reparaturwege nach Behandlung mit Oxaliplatin herunterregu-

liert. Lediglich Gene der NER werden hochreguliert. Studien konnten zeigen, dass die NER keinen
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Unterschied in der Reparatur von Cisplatin- und Oxaliplatin-induzierten DNA-Schiden macht. Da-
hingegen zeigte sich, dass Unterschiede in der MMR, bei DDR Proteinen sowie Transldsions-DNA-
Polymerasen vorhanden sind (Chaney et al., 2005). Bisher wurde eine Niederregulation beteiligter
DNA-Reparaturgene jedoch noch nicht beobachtet. Da auf zelluldrer Ebene keine weiteren Versu-
che zur DNA-Schadensantwort und -Reparatur durchgefiihrt wurden, lassen sich keine konkreten
Aussagen treffen.

In der in Kapitel 5.1.3 bereits erwdhnten Studie von Kiyonari und Kollegen, konnte nach Behand-
lung der Zellen mit Oxaliplatin keine Verdnderung in der Phosphorylierung von Chkl und Chk2
festgestellt werden (Kiyonari et al., 2015). Chkl und Chk2 kontrollieren als Effektorkinasen Zell-
zyklus Checkpoints. Dabei werden sie nach einem DNA-Schaden respektive durch ATR und ATM
durch Phosphorylierung aktiviert (Reinhardt und Yaffe, 2009). Beide Kinasen phosphorylieren dann
auflerdem downstream p53 (Roos und Kaina, 2013). Folglich sind beide Kinasen Marker fir DNA-
Schéden und eine DNA-Schadensantwort, die u.a. p53-abhingig ist.

Dieser Mechanismus soll, wie bereits erwdhnt, in der DDR fiir Cisplatin eine Rolle spielen. Bruno
und Kollegen untersuchten diesen Mechanismus sowohl fiir Cisplatin als auch fiir Oxaliplatin. Dabei
zeigte sich, dass nur die DNA-Schadensantwort von Cisplatin Chk2-abhéngig war, nicht aber die
von Oxaliplatin (Bruno et al., 2017). Sie untersuchten weiter die DNA-Schadenswort mit Hilfe des
DNA-Schadensmarker v-H2AX. Dabei stellten sie fest, dass Oxaliplatin, im Vergleich zu Cispla-
tin, nicht zur Ausbildung von v-H2AX Foci fithrte. Diese Untersuchungen bestétigten sie weiterhin
mit einem Comet Assay zur Untersuchung von DNA-Schéden. Sie postulieren deshalb, dass Oxa-
liplatin nicht {iber eine DDR den Zelltod einleitet sondern, wie sie in weiteren Untersuchungen
herausfanden, iiber ribosomalen Stress (Bruno et al., 2017). Ribosomaler Stress kann iiber einen
pb3-abhéangigen Mechanismus, génzlich unabhéngig von DNA-Schéden, den Zelltod einleiten (Go-
lomb et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit wurden keine Untersuchungen hierzu durchgefiihrt,
dennoch kénnte es eine Erklarung fiir die Unterschiede in der DDR von Cisplatin und Oxaliplatin

sein. Weitere Untersuchungen miissten hierzu durchgefithrt werden.

5.1.5 Zellzyklus und Proliferation

Ein weiterer wichtiger und komplexer Vorgang in der Zelle stellt der Zellzyklus dar. Durch eine
spezifische Abfolge entstehen am Ende des Zyklus zwei Tochterzellen (Schafer, 1998). Die spezifi-
sche Abfolge besteht aus vier Phasen (Abbildung 5.8). In der G;-Phase befindet sich die Zelle im
Wachstum und bereitet sich auf die DNA-Synthese vor. In der darauffolgenden S-Phase erfolgt die
DNA-Replikation, d.h. der DNA Gehalt wird verdoppelt. In der Go-Phase bereitet sich die Zelle
auf die Teilungsphase, die Mitose, vor. Letztendlich teilt sich die Zelle in der M-Phase in zwei
Tochterzellen (Maddika et al., 2007; Schafer, 1998). Diese Abfolgesequenz wird durch spezifische
Proteine, die Cyclin-abhéngigen Kinasen (CDK), reguliert (Vermeulen et al., 2003).

Entsteht ein DNA-Schaden, kénnen verschiedene Checkpoints aktiviert werden, um der Zelle Zeit

zu geben den Schaden zu reparieren. Checkpoints befinden sich vor der S-Phase (G;/S Checkpoint)
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sowie nach der Replikation (G2/M Checkpoint). Dabei werden sogenannte Cyclin-abhéangige Kina-
seinhibitorproteine (CDKI), wie z.B. p21 oder p27, aktiviert (Vermeulen et al., 2003).
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Abbildung 5.8: Zellzyklusabfolge und der Einfluss von DN A-Schiden. Die Abfolge des Zellzyklus
wird in vier Phasen eingeteilt. In der G;-Phase bereitet sich die Zelle auf die DNA-Synthese vor. In der
darauffolgenden S-Phase findet die DNA-Replikation statt, wobei die Zelle einen doppelten DNA-Gehalt
aufweist. Im Anschluss befindet sich die Zelle in der Gz-Phase, in der sie sich auf die Mitose (M) vorbereitet.
Schliellich teilt sich die Zelle in der M-Phase in zwei Tochterzellen. Erleidet die Zelle DNA-Schéiden, kénnen
verschiedene Checkpoints durch Cyclin-abhéngige Kinasen (CDKI) wie p21, p27 oder p57 aktiviert werden.
Dadurch erfahrt die Zelle einen Zellzyklusarrest und bekommt so mehr Zeit zur Reparatur der Schiden. Eine
Aktivierung der CDKI kann u.a. p53-abhéngig sein, das wiederum durch ATM aktiviert werden kann. Ein
weiterer wichtiger Regulator des Zellzyklus ist E2F1. Im Normalzustand wird es durch Bindung von pRb
reguliert und verhindert so die Proliferation der Zelle. Auflierdem scheint es einen Zusammenhang zwischen
p21 sowie BRCA1 und E2F1 zugeben.

In Abbildung 5.9 ist die Genexpression in A498 Zellen von zellzyklus- sowie proliferationsbeteilig-
ten Genen dargestellt. Es wird ersichtlich, dass die Genexpression von den ph3-abhdngigen Genen
CDKNI1A, PLK3 und PPM1D konzentrationsabhéngig durch alle drei platinbasierten Substanzen
erhoht wurde. CDKNI1A codiert dabei fiir p21, das als CDKI einen Zellzyklusarrest einleiten kann.
Dabei kann es sowohl einen G;/S- als auch einen Gy/M-Arrest einleiten (Abbas und Dutta, 2009;
Deng et al., 1995; Gartel und Radhakrishnan, 2005). PLKS codiert fiir das Protein polo-like kinase
3, dessen Hauptaufgabe die Regulation des Zellzyklus ist (Iida et al., 2009; Helmke et al., 2016).
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PPM1D, dessen codierendes Protein eine Serin/Threonin Phosphatase ist, dephosphoryliert u.a.
p53 und hebt somit den durch p53-induzierten Zellzyklusarrest auf (Lu et al., 2005).

Eine leicht verminderte Expression zeigte sich fiir das Gen CDKN1B, dass fiir den CDK Inhibitor
p27 codiert. Allerdings lag diese verminderte Expression nicht im relevanten Bereich. Durch Cispla-
tin und Carboplatin wurden keine weiteren Gene des Zellzyklus oder der Proliferation beeinflusst.

Folglich deutet die Genexpression der beiden Substanzen auf einen p53-abhéngigen Zellzyklusarrest
hin.
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Abbildung 5.9: Zellzyklus- und proliferationsbeteiligte Gene und deren verédnderte Genexpres-
sion in A498 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Fir eine Stun-
de wurden A498 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen Substanz inkubiert. Im Anschluss
erfolgte eine Nachinkubation von weiteren 24 h. Die Genexpression wurde letztlich mittels Hochdurchsatz
RT-gqPCR ermittelt. Die behandelten Proben wurden auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dar-
gestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei voneinander unabhéngigen Bestimmungen.

Das Genexpressionsprofil zeigte fiir Oxaliplatin, wie bereits bei der DNA-Schadensantwort und
-Reparatur, deutliche Unterschiede zu Cisplatin und Carboplatin. Neben den bereits erwdhnten
Genen wurden auflerdem CCNDI1, EGFR sowie SIRT2 vermehrt exprimiert. Das Protein Cyclin
D1, welches durch CCND1 codiert wird, gehort zur Familie der Cycline, deren Aufgabe die Regula-
tion von CDKs ist. Cyclin D1 bildet zusammen mit CDK4 und CDKG6 einen Komplex, der fiir den

Eintritt in die S-Phase nétig ist (Vermeulen et al., 2003). Studien zeigten eine Korrelation zwischen
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einer Uberexpression von Cyclin D1 und einer verkiirzten G;-Phase und somit einer beschleunig-
ten Zellproliferation. Lin und Kollegen konnten einen Zusammenhang zwischen EGFR (epidermal
growth factor receptor), einem Protein, das an der Zellproliferation beteiligt ist, und Cyclin D1
feststellen. Dabei zeigte sich, dass eine vermehrte Akkumulation von EGFR im Zellkern zu einer
vermehrten Expression von Cyclin D1 fithrt (Lin et al., 2001; Lo und Hung, 2006). Die vermehrte
Expression von CCNDI und EGFR deutet demnach auf eine vermehrte Zellproliferation hin.

Dryden und Kollegen untersuchten die Rolle des Proteins SIRT2 (Sirtuin 2) innerhalb des Zellzy-
kluses. SIRT2 wurde vermehrt in der Ga/M-Phase vorgefunden. Weiter stellten sie fest, dass es
offenbar eine wichtige Rolle in der Mitose spielt (Dryden et al., 2003). Dabei soll es Teil des Mitose
Checkpoints zwischen Prophase und Prometaphase sein und so die Integritdt der DNA sicherstellen
(Inoue et al., 2007). Demnach koénnte es nach Behandlung mit Oxaliplatin zu einem Arrest in der

Mitosephase kommen.

Der deutlichste Unterschied in der Expression beziiglich zellzyklusabhéngiger Gene von Oxaliplatin
zu Cisplatin lag bei der verminderten Expression von E2F1. Dieses codiert fiir einen Transkripti-
onsfaktor, der an der Regulation des Zellzyklus, aber auch an der Apoptose beteiligt ist. Reguliert
wird er durch das Tumorsuppressorprotein pRb (Abbildung 5.8). Im hypophosphorilierten Zustand
bindet es an E2F1 und verhindert so die Proliferation der Zelle (Ertosun et al., 2016). Durch
Phosphorylierung von pRb dissoziiert es von E2F1 ab, wodurch E2F1 seine Funktion als Transkrip-
tionsfaktor ausiiben kann. Es gilt dabei als eines der wichtigsten Proteine fiir den Eintritt in die
S-Phase. In der spiaten Gj/S-Phase wird es vermehrt gebildet und induziert so die Transkription
verschiedener Gene fiir die DNA-Synthese und Zellzyklusprogression. Dabei wird u.a. die Transkrip-
tion von Cyclin D1 induziert (Chen et al., 2009; Ertosun et al., 2016). Neben der Regulation durch
pRb zeigten Studien auBerdem eine Korrelation zwischen dem p21-Status und E2F1 (Delavaine
und La Thangue, 1999; Devgan et al., 2005). Demnach kann p21 an E2F1 binden und es somit in
seiner Funktion als Transkriptionsfaktor inhibieren (Delavaine und La Thangue, 1999).

Wang und Kollegen fanden auflierdem einen Zusammenhang von BRCA 1 und E2F'1. Sie zeigten, dass
BRCA1 abhéngig von E2F1 reguliert werden kann (Wang et al., 2000). So kénnte die verminderte
Expression von F2F1 durch Oxaliplatin in A498 Zellen auch im Zusammenhang mit der verminder-
ten Expression von BRCA 1 stehen und eventuell Einfluss auf die DNA-Doppelstrangbruchreparatur
haben. Ren und Kollegen fanden weiterhin in ihrer Microarrayanalyse heraus, dass F2F1 mehrere
DNA-Reparaturgene beeinflusst. Hierzu zéhlten u.a. die MMR Gene MSH2 und MLHI1 (Ren et al.,
2002). Dies konnte weiterhin den Umstand erkldren, dass MSH2 durch Behandlung mit Oxaliplatin
vermindert exprimiert wurde, obwohl die Schadenserkennung von Oxaliplatin MMR-unabhéngig
ist.

In Kapitel 5.1.3 wurde der Einfluss von JUN auf p53 und p21 diskutiert. Eine Induktion von JUN
kann dazu fithren, dass der durch p21 induzierte Zellzyklusarrest durch JUN wieder aufgebhoben
wird und die Zelle stattdessen in die Apoptose geht. Folglich kénnten sowohl E2F1 als auch JUN
Einfluss auf das Fortlaufen des Zellzyklus haben.
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Die Genexpressionsdaten fiir Oxaliplatin sind nicht eindeutig deutbar. Es wurden sowohl zellzy-
klusinhibierende Gene als auch Gene fiir die Proliferation vermehrt exprimiert, sodass sich keine
definitive Aussage treffen lésst. Da die Genexpressionsebene nicht unbedingt der Proteinebene
enstprechen muss, ist es wichtig, beide Ebenen zu betrachten. Deshalb wurde im Anschluss an die
Genexpression die Zellzyklusverteilung mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abbildung 5.10 dargestellt. Nach einstiindiger Inkubati-
on von A498 Zellen mit der jeweiligen Substanz wurde die Zellzyklusverteilung nach 24, 48, 72 sowie
96 h untersucht. Fiir Cisplatin erfolgte die Inkubation lediglich mit 50 pM, da in der Literatur die
Zellzyklusverteilung nach Behandlung mit Cisplatin schon mehrfach beschrieben wurde (Ormerod
et al., 1994; Sorenson et al., 1990; Voland et al., 2006). Die Behandlungen mit Oxaliplatin und
Carboplatin erfolgten mit 20 und 50 pM sowie 200 und 500 pM, respektive.

Mit Hilfe des DNA-interkalierenden Farbstoffes DAPI (4’,6’-Diamidin-2-phenylindol) l&sst sich der
DNA-Gehalt der Zellen messen. Aufgrund des unterschiedlichen DNA-Gehaltes in den Zellzyklus-
phasen lésst sich so zwischen den einzelnen Phasen unterscheiden. Zusétzlich zur Go/Gi-, S, sowie
G2 /M-Phase lasst sich auBerdem noch die subGi-Phase ermitteln. Die subGi-Phase beinhaltet da-
bei apoptotische bzw. tote Zellen, die nur noch DNA-Fragmente aufweisen.

A498 Zellen zeigten nach Inkubation mit Cisplatin nach 24 h einen deutlichen S-Phasenarrest. Auf
diesen folgte nach 48 h ein Go/M-Arrest. Bis 96 h nahm der prozentuale Anteil aller drei Phasen
ab, wobei gleichzeitig der Anteil an Zellen in der subGi-Phase zunahm. Eine &hnliche Zellzyklusver-
teilung lief3 sich fiir Carboplatin mit einer vergleichbaren Inkubation von 500 pM erkennen. Nach
24 h zeigte sich ein S-Phasenarrest, gefolgt von einem Gy/M-Arrest nach 48 h und anschlieBendem
Anstieg der subGi-Phase.

FEine niedrigere Konzentration von 200 pM Carboplatin fiihrte zeitlich gesehen zu einem anderen
Ergebnis. Nach 24 h konnte ebenfalls ein S-Phasenarrest festgestellt werden. Dieser war jedoch
prozentual gesehen, schwécher ausgeprégt als bei der Inkubation mit 500 pnM. Daneben war ein
leichter Anstieg der Go/M-Phase zu erkennen, wobei dieser sowohl bei Cisplatin als auch 500 pM
Carboplatin ebenfalls auftrat. Nach 48 h befand sich ein Grofiteil der Zellen wieder in der Go/Gi-
Phase. Bei einer Nachinkubationszeit von 72 h konnte kein Unterschied mehr in der Verteilung
der Zellzyklusphasen im Vergleich zur Kontrolle ermittelt werden. Schliellich stieg nach 96 h der
Anteil der subG-Phase leicht an, jedoch deutlich geringer als bei 500 pM Carboplatin. Die Zellzy-
klusverteilung von 200 pM Carboplatin deutet daraufhin, dass die Zelle verursachte DNA-Schéden

vermutlich repariert und nicht in die Apoptose geht.

Bei erneutem Betrachten der relativen Zellzahl von Carboplatin (Abbildung 5.1) bei 200 pM lésst
sich eine Reduktion der Zellzahl auf nur ca. 70 % erkennen. Dies stellt eine geringe zytotoxische
Wirkung dar, im Vergleich zur Wirkung bei 500 pM von ca. 20 %. Generell verlauft die Kurve der
relativen Zellzahl von Carboplatin im Vergleich zu Cisplatin deutlich flacher. Dies spricht, wie in
Kapitel 5.1.2 bereits diskutiert, zusammen mit den Aufnahme- sowie Platinierungssdaten, fiir eine

langsamere Reaktionskinetik fiir Carboplatin.
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Abbildung 5.10: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzyklusverteilung in A498 Zel-
len nach Behandlung mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. A498 Zellen wurden zunéchst
fir 1 h mit jeweils 50 pM Cisplatin, 20 und 50 pM Oxaliplatin oder 200 und 500 pM Carboplatin inku-
biert. Im Anschluss wurden die Zellen fir 24, 48, 72 und 96 h weiter kultiviert. Zur Messung der Zellzy-
klusverteilung am Durchflusszytometer wurden die Zellen mit dem DNA interkalierenden Farbstoff DAPI
(4’,6’-Diamidin-2-phenylindol) angefirbt. Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Zellzyklusphasen +
Standardabweichung.
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In der Genexpression der Gene der DNA-Schadensantwort und -Reparatur war eine deutliche Erho-
hung der Genexpression von NER-Genen erst ab 300 M Carboplatin zu erkennen, so dass vermut-
lich erst bei héheren Konzentrationen ausreichend exzessive DNA-Schéden entstehen. Dies kdnnte
die unterschiedliche Zellzyklusverteilung von 200 und 500 pM Carboplatin erkléren. Demnach kénn-
te die Zelle bei 200 ptM Carboplatin, die DNA-Schédden noch ausreichend reparieren, weshalb der
Zellzyklusarrest nach 72 h wieder aufgehoben ist. Ab einer Konzentration von 500 pM scheint die
DNA-Reparaturkapazitat folglich iberschritten zu sein, weshalb der Zellzyklusarrest weiter anhélt.
Prinzipiell verursacht Carboplatin jedoch dieselbe zelluldre Antwort wie Cisplatin, da es dieselben
DNA-Schéaden induziert. Lediglich die Kinetik, d.h. wie schnell der Schaden entsteht und somit auch
wie schnell eine zelluldre Antwort hervorgerufen wird, unterscheidet sich, weshalb Carboplatin erst

ab einer Konzentration von 500 pM zu einer vergleichbaren Antwort wie Cisplatin fiihrt.

Die beschriebene Zellzyklusverteilung von Cisplatin wurde in verschiedenen Studien ebenfalls ge-
zeigt (Cepeda et al., 2007; Siddik, 2003). Sorenson und Eastman fanden in murinen Leuk&miezellen
L1210 ebenfalls einen S-Phasenblock, gefolgt von einem Ga-Arrest (Sorenson und Eastman, 1988).
Knudsen und Kollegen konnten, wie auch Sorenson und Eastman, einen S-Phasenarrest nach Be-
handlung von murinen embryonalen Fibroblasten mit Cisplatin feststellen (Knudsen et al., 2000).
Es zeigte sich aulerdem, dass es einen Zusammenhang zwischen dem Zellzyklus und der Cisplatin-
induzierten Nephrotoxizitit gibt (Price et al., 2009). Da sich Nierenzellen in vivo normalerweise in
der Go-Phase, d.h. in einem Ruhezustand, befinden, wird der Zellzyklus nur durch duflere Einfliisse
aktiviert. Eine Behandlung mit Cisplatin scheint zu einer Aktivierung des Zellzyklus zu fiithren
(Price et al., 2009). Megyesi und Kollegen zeigten in einer in wvivo Studie in M&ausen mit Wild-
typ p21 und Méusen mit p21 Deletion (p21(-/-)), dass eine Induktion von p21 einen protektiven
Effekt auf Nierenzellen hat (Megyesi et al., 1998). So kommt es vermutlich zu einem Zellzyklusar-
rest und einer erhdhten DNA-Reparatur. Miyaji und Kollegen zeigten in einer Studie an Ratten,
dass zwischen zwei Zyklen an Cisplatin-Expositionen p21 und PCNA iiberexprimiert werden. Es
wird diskutiert, dass dies dazu beitragen konnte, dass Nierenzellen resistent gegeniiber einer weite-
ren Cisplatin-induzierten Nierenschiddigung werden (Miyaji et al., 2001). Inguaggiato und Kollegen
fanden auBerdem einen Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von HMOX1 und einer ver-
mehrten Expression von p21 in Nierenzellen aus dem Schwein (LLC-PK1). Dies fithrte ebenfalls zu

einer erhdhten Resistenz gegeniiber Cisplatin-induzierten Nierenschéden (Inguaggiato et al., 2001).

Oxaliplatin zeigte eine génzlich andere Verteilung des Zellzyklus. Sowohl fiir 20 als auch 50 pM
konnte kaum eine Verdnderung der Verteilung der Phasen ermittelt werden. Bei einer 1 h Be-
handlung von A498 Zellen mit 20 pM Oxaliplatin zeigte sich nach 24 h eine minimale Erhéhung
der Go/Gi-Phase auf Kosten der Go/M-Phase. Mit Einbezug der Standardabweichungen ist im
weiteren Verlauf kein Unterschied zur Kontrolle mehr erkennbar. Nach Inkubation mit 50 pM Oxa-
liplatin zeigte sich nach 24 h eine minimale Abnahme der Anzahl der Zellen in der S-Phase, wobei
gleichzeitig der Anteil der Zellen in allen anderen Phasen minimal erhéht war. Darauf folgt eine

minimale Zunahme der Zellen in der Ga/M-Phase nach 48 h. Diese minimale Zunahme hélt sich bis
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96 h, wobei sich auflerdem auch der Anteil der subGi-Phase leicht erhoht. Deutliche Anderungen
in der Verteilung der Zellzyklusphasen zeigten sich im Vergleich zu Cisplatin und Carboplatin aber
nicht. Obwohl auf Genexpressionsebene ein Grofiteil der Gene eine verdnderte Expression aufwiesen,

zeigte sich keine Auswirkung darauf auf funktioneller Ebene.

Voland und Kollegen untersuchten den Einfluss von Oxaliplatin und Cisplatin auf den Zellzyklus
in der humanen Kolonkarzinomzelllinie HCT116. In ihrer Studie wurden die Zellen fiir 24 h mit 1
und 5 pM der jeweiligen Substanz behandelt. Die Behandlung der Zellen mit 5 nM Cisplatin fithrte
ebenfalls zu einem S-Phasen- sowie Go/M-Arrest. Im Hinblick auf die Behandlung mit Oxaliplatin
interpretieren sie ihre Ergebnisse als starken Gi- und Go-Arrest, wobei sie bei einer Konzentration
von 1 pM Oxaliplatin lediglich eine Erhohung des Anteils der Zellen in der Go/M-Phase von 6 und
in der Gi-Phase von 10 Prozentpunkte ermitteln konnten. Der Anteil der S-Phase nahm im Zuge
dessen um 16 Prozentpunkte ab (Voland et al., 2006). Im Vergleich zu Cisplatin sahen sie folglich
auch keinen grofien Einfluss auf die Zellzyklusverteilung der Zellen.

Mit Hilfe einer Microarray Analyse untersuchten sie weiter den Einfluss der beiden Substanzen auf
die Genexpression der Zellen. Durch eine Clusteranalyse konnten sie drei verschiedene Gencluster
ermitteln. Es zeigte sich, dass Cisplatin und Oxaliplatin in zwei der drei Cluster dhnliche Genexpres-
sionsmuster aufwiesen, wohingegen sie sich im dritten Cluster génzlich voneinander unterschieden.
In diesem Cluster befanden sich u.a. Gene fiir die Zellzyklusregulation und Zellproliferation sowie
der DNA-Replikation. Sie kommen letztlich zu dem Schluss, dass Ciplatin und Oxaliplatin zwei

verschiedene Wirkmechanismen aufweisen (Voland et al., 2006).

William-Faltaos und Kollegen fithrten ebenfalls Untersuchungen der Zellzyklusverteilung nach In-
kubation mit Oxaliplatin durch. Dabei verwendeten sie vier verschiedene humane Tumorzelllinien.
Sie untersuchten die Kolonkarzinomzellinie HT29, die Brustkrebszelllinie MCF-7, die Lungenkarzi-
nomzellinie A549 sowie die Zervixkarzinomzellinie HeLa. Fiir alle vier Zellinien zeigten sich jeweils
unterschiedliche Zellzyklusverteilungen. Die HT29 sowie HeLa Zellen zeigten nach 24 h Nachinku-
bation einen S-Phasenarrest, wohingegen die MCF-7 Zellen einen Gg/Gq-Arrest aufwiesen. Nach
72 h zeigten diese drei Zelllinien einen Ga/M-Arrest. Die A549 Zellen zeigten einen leichten Go/G1-
Arrest nach 24 h der bis zu 72 h anhielt (William-Faltaos et al., 2006). Der Einfluss von Oxaliplatin

auf die Zellzyklusverteilung scheint demnach zelltypabhéngig zu sein.

Die Ergebnisse der Genexpressionsuntersuchung der DNA-Schadensantwort und -Reparatur sowie
der Zellzyklusregulation und Zellproliferation deuten ebenfalls wie in den Untersuchungen von
Voland und Kollegen (Voland et al., 2006) auf einen anderen Wirkmechanismus fiir Oxaliplatin,
im Vergleich zu Cisplatin und Carboplatin, hin. Die Cisplatin- und Oxaliplatin-induzierten DNA-

Schaden scheinen in der Zelle zu einer unterschiedlichen Antwort zu fuhren.
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5.1.6 Oxidative Stress- und Inflammationsantwort

Oxidativer Stress entsteht durch eine Imbalance zugunsten von reaktiven Sauerstoffspezies auf
Kosten antioxidativer Schutzsysteme (Gorrini et al., 2013). Im normalen Zustand einer Zelle sind
ROS wichtige Signaliibertriger. Kommt es aber zu einem Uberschuss an ROS, entstehen vermehrt
oxidative Schiden an zelluliren Makromolekiilen. Oxidativer Stress kann so zur Beeintrichtigung
der normalen Funktion einer Zelle fithren oder gar den Zelltod auslosen. Viele der heute eingesetzten
Chemotherapeutika fiihren zur Bildung von ROS und somit zu oxidativem Stress. Das Problem
dabei ist, wenn die ROS-Bildung nicht zum eigentlichen Wirkmechanismus der Substanz gehort,
um Tumorzellen abzutéten, sondern zu Nebenwirkungen im Normalgewebe fiithrt (Chen et al., 2007).

Zu diesen Substanzen gehort auch Cisplatin.

Verschiedene Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der Bildung von ROS und einer Be-
handlung mit Cisplatin (Berndtsson et al., 2007; Bragado et al., 2007; Marullo et al., 2013; Tsuts-
umishita et al., 1998). Oxidativer Stress soll dabei zur Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitét bei-
tragen (dos Santos et al., 2012; Pabla et al., 2008). Verschiedene Mechanismen sollen dabei zur
Induktion von oxidativem Stress fithren. Unter anderem soll eine verminderte Akivitdt von antioxi-
dativen Enzymen dazu beitragen (Huang, 2001; Husain et al., 1998; Hanigan und Devarajan, 2003;
Sadzuka et al., 1992). Weiterhin wird postuliert, dass Cisplatin vermehrt an die mitochondriale
DNA (mDNA) bindet und so zu einer mitochondrialen Dysfunktion fithrt (Kohno et al., 2015; Ma-
rullo et al., 2013; Santos et al., 2007).

Carboplatin fithrt zwar nicht wie Cisplatin zu Nephrotoxizitit, weist aber dennoch verschiedene
Nebenwirkungen auf. Ototoxizitat stellt dabei eine dieser Nebenwirkungen dar. Ein zugrundeliegen-
der Mechanismus kénnte die Entstehung von oxidativem Stress durch eine verminderte Aktivitdt
von antioxidativen Enzymen darstellen (Husain et al., 2001).

Die dosislimitierende Nebenwirkung von Oxaliplatin ist die Neurotoxizitdt. Der zugrundeliegende
Mechanismus ist bisher kaum erforscht. Di Ceasar Mannelli und Kollegen untersuchten in zwei
Studien den Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und durch Oxaliplatin induzierten Neuro-
pathien. Mit Hilfe von Antioxidantien stellten sie, sowohl in einem Tierversuch als auch in in vitro
Versuchen in verschiedenen neuronalen Zellen, einen Zusammenhang zwischen der Toxizitdt von
Oxaliplatin und oxidativem Stress fest (Di Cesare Mannelli et al., 2012, 2013a). McQuade und Kol-
legen fanden ebenfalls in einer Tierstudie ein erhdhtes Level an Superoxidradikalen in Darmzellen
nach Behandlung mit Oxaliplatin (McQuade et al., 2016).

Mit Hilfe der Genexpressionanalyse wurden Gene fiir die oxidative sowie generelle Stressantwort
untersucht. Nach einstiindiger Inkubation von A498 Zellen mit den drei platinbasierten Substanzen
erfolgte nach 24 h die Genexpressionsanalyse (Abbildung 5.11). Generell konnten kaum Verdnde-
rungen in der Genexpression ausgemacht werden. Cisplatin zeigte lediglich fiir das Gen GPX2, das
fir die Glutathionperoxidase codiert und fiir die Detoxifizierung von HoO9 verantwortlich ist, eine
konzentrationsabhéingige vermehrte Expression. Daneben wurden auflerdem die Gene HMOX1 und

SEPP1 konzentrationsabhédngig vermindert exprimiert. HMOX1 codiert fiir die Himoxygenase 1,
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ein Enzym, das essentiell fiir die Oxidation von Ham zu Biliverdin ist (Agarwal et al., 1995). Eine
vermehrte Expression von HMOX1 soll eine protektive Wirkung gegen Oxidantien haben. Shirai-
shi und Kollegen untersuchten die Rolle von HMOX1 in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitét.
Dabei konnten sie zeigen, dass eine vermehrte Expression in renalen Epithelzellen eine protektive
Wirkung gegeniiber Cisplatin aufwies. Ein knockout von HMOX1 in Mausen fiihrte hingegen zu
einer starkeren nephrotoxischen Wirkung von Cisplatin (Shiraishi et al., 2000).

Selenoprotein P, fiur das SEPP1 codiert, fungiert neben dem Transport von Selen als Antioxidant
sowie als Schwermetallchelator (Gresner et al., 2009). Eine verminderte Expression der beiden Gene
konnte folglich negative Folgen fiir die Zelle haben, da ihre antioxidative Schutzfunktion nicht mehr
gegeben ist.

Fiir Carboplatin zeigten sich keine relevanten Verdnderungen, lediglich bei 500 pM wurde FTH1
vermindert exprimiert. FTH1 codiert fiir eine der zwei Untereinheiten von Ferritin. Ferritin ist es-
sentiel fiir die Eisenhoméostase. Indem es Fe?t zu Fe3*t oxidiert, verhindert es aulerdem die Fenton
Reaktion, bei der ROS enstehen (Lee et al., 2009). Eine Heruntregulierung des Enzyms hat folglich
negative Auswirkungen, indem vermehrt ROS entstehen kénnen.

Die Behandlung mit Oxaliplatin fithrte, wie auch bei Cisplatin, zu einer konzentrationsabhéngigen
verminderten Expression von HMOX1 und SEPPI1. Weiterhin kam es zu einer vemehrten Expres-
sion von GPX1 und SOD2. GPX1 stellt dabei eine weitere Isoform der Glutathionperoxidase dar.
SOD2 codiert fiir das Superoxidradikal-detoxifizierende Enzym Superoxiddismutase 2. Die Isoform
des Enzyms kommt dabei vor allem im Mitochondrium vor (Zelko et al., 2002). Folglich werden

antioxidative Schutzsysteme sowohl vermehrt, aber auch gleichzeitig vermindert exprimiert.

Bisher zeigten sich fir Cisplatin und Carboplatin in den Genexpressionsanalyse kaum Unterschiede.
Dies erscheint logisch, da sie genau die gleichen DNA-Schidden verursachen und somit dieselbe DNA-
Schadensantwort hervorrufen. In der oxidativen Stressantwort zeigte sich nun aber ein Unterschied
in der Genexpression. Eine Behandlung mit Cisplatin fiihrte zwar auch nur zu einer verédnderten
Genexpression von drei Genen, jedoch zeigte Carboplatin keine Verdnderungen. Selbst bei sehr
hohen Konzentrationen von 500 pM zeigte sich lediglich fiir FTHI eine minimale Verdnderung.
Dies konnte auf die bereits erwdhnte geringere Reaktivitdt von Carboplatin zuriickzufiithren sein.
Somit wiirde sich schlussfolgern lassen, dass die Entstehung von oxidativem Stress unabhingig
von induzierten DNA-Schiden der Substanzen ist. A498 Zellen entstammen der Niere, weshalb
sich weiter schlussfolgern lassen konnte, dass die fehlende Induktion von oxidativem Stress durch
Carboplatin mit ein Grund sein kénnte, warum Carboplatin im Vergleich zu Cisplatin nicht zu
Nephrotoxizitat fuhrt.

Generell lésst sich jedoch anhand der Genexpressionsdaten nur schwer eine Aussage tiber die Induk-
tion von oxidativem Stress treffen. Die Genexpressionsmuster von Cisplatin und Oxaliplatin weisen
jedenfalls daraufhin, dass die Substanzen eventuell oxidativen Stress versursachen kénnten. Da sich
die Genexpressionsmuster untereinander leicht unterscheiden, kénnte fiir jede der Substanzen ein

unterschiedlicher Mechanismus zugrundeliegen. Die Analyse des Zellzyklus zeigte jedoch, dass die
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Abbildung 5.11: Genexpression verschiedener (oxidativer) Stressantwortgene nach Behandlung
mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin in A498 Zellen. Zur Untersuchung der Genexpression
wurden A498 Zellen fiir 1 h mit Cisplatin (10, 20, 50 uM), Carboplatin (50, 100, 200, 300, 400, 500 pM) sowie
Oxaliplatin (20, 50, 100, 150 pM) inkubiert und anschlieflend fiir 24 h nachinkubiert. Mittels Hochdurchsatz
RT-qPCR erfolgte dann die Bestimmung der Genexpression. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen.

Genexpressionsebene nicht immer mit der funktionellen Ebene {ibereinstimmen muss. Bisherige
Versuche, die Induktion von ROS nachzuweisen, u.a. mit dem Farbstoff CellRox® Green, fiithrten
jedoch zu keinen verlédsslichen Ergebnissen (Daten nicht gezeigt), weshalb hier noch weitere Metho-
den in Betracht gezogen werden miissten. Anhand der bisherigen Datenlage ldsst sich deshalb keine

eindeutige Aussage iiber die Induktion von oxidativem Stress treffen.

Neben der Induktion von oxidativem Stress stehen auflerdem Entziindungsreaktionen im Verdacht
zur Nephrotoxizitiat von Cisplatin beizutragen (dos Santos et al., 2012). Es zeigte sich nach Behand-
lung mit Cisplatin eine vermehrte Expression von Zytokinen und Chemokinen (Pabla et al., 2008;
Ramesh und Reeves, 2002). Vor allem TNF-a scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen (Miller
et al., 2010). Ramesh und Reeves konnten in verschiedenen Studien zeigen, dass durch Cisplatin
induzierte Entziindungsprozesse in der Niere vor allem auf eine erhéhte Expression von TNF-«
zuriickzufithren sind (Ramesh und Reeves, 2002, 2003, 2005). Ein Chemokin, dass neben dem Zyto-

kin TNF-« eine Rolle in Cisplatin-induzierten Entziindungsprozessen spielen soll, ist Interleukin 8
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(IL-8) (Vyas et al., 2014). Im Normalzustand einer Zelle wird die Transkription von IL-8 durch
verschiedene Faktoren unterdriickt. Erfahrt die Zelle Stress, wird die Transkription von IL-8 u.a.
durch den Transkriptionsfaktor NF-xB aktiviert (Jundi und Greene, 2015). Aber auch TNF-a oder
ROS kénnen zur Aktivierung von IL-8 fithren (Campbell et al., 2013).

Eine inflammatorische Antwort in Oxaliplatin-induzierten Neuropathien ist bisher fraglich (Di Cesa-
re Mannelli et al., 2013a, 2014). Ning und Kollegen fanden jedoch einen Zusammenhang zwischen
der Toxizitdt von Oxaliplatin und der Expression von IL-§ in verschiedenen Kolonkarzinomzellli-
nien. Eine Uberexpression von IL-8 fiihrte zu einer verminderten Toxizitit von Oxaliplatin (Ning
et al., 2011). Dabkeviciene und Kollegen konnten diese Befunde ebenfalls bestétigen (Dabkeviciene

et al., 2015). IL-8 scheint demnach eine Rolle im Wirkmechanismus von Oxaliplatin zu spielen.

Abbildung 5.12 zeigt die Genexpression des Inflammationsmarkers IL-8 nach Behandlung von A498
Zellen mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Es wird ersichtlich, dass alle drei Substanzen zu
einer konzentrationsabhéngigen, vermehrten Expression von IL-8 fiithrten. Cisplatin und Carbopla-
tin zeigten jedoch erst ab der jeweils hochsten Konzentration eine relevante verdnderte Expression,
wohingegen Oxaliplatin bereits bei der niedrigsten Konzentration im relevanten Bereich lag. Gene-
rell zeigte Oxaliplatin die stdrksten Verdnderungen in der Expression von IL-8. Dies konnte dafiir

sprechen, dass IL-8, wie bereits erwahnt, Teil des Wirkmechanismus von Oxaliplatin ist.
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Abbildung 5.12: Genexpression des Inflammationsmarkers IL-8 nach Behandlung von A498
Zellen mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. A498 Zellen wurden jeweils fiir 1 h mit Cisplatin
(10, 20, 50 pM), Carboplatin (50, 100, 200, 300, 400, 500 pM) oder Oxaliplatin (20, 50, 100, 150 pM) inkubiert.
Nach der einstiindigen Behandlung erfolgte eine Nachinkubationszeit von 24 h. Nach Ablauf dieser Zeit wurde
die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Bestimmungen + Standardabweichung.
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Neben IL-8 soll aulerdem VEGFA eine wichtige Rolle in Entziindungsprozessen einnehmen. VEGFA
gehort zur Familie der vascular endothelial growth factors (VEGF), welche u.a. eine Rolle in der
Proliferation und Migration von Endothelzellen spielt (Martin et al., 2009). Martin und Kollegen
fanden heraus, dass es einen Zusammenhang zwischen der Expression von NFkB, VEGFA und
IL-8 wahrend Entziindungsprozessen gibt (Martin et al., 2009). In Kapitel 5.1.3 zeigte sich eine
konzentrationsabhéngige vermehrte Expression der NF-xB Gene NFKB1 und NFKB2, des NF-xB
Inhibitors NFKBIA sowie VEGFA nach Behandlung mit Oxaliplatin. Fir Cisplatin zeigte sich
ebenfalls eine vermehrte Expression des NF-£B Inhibitors NFKBIA nach einer Behandlung mit 20
und 50 pM. Bei einer Konzentration von 10 pM Cisplatin zeigte sich eine verminderte Expression des
Gens. Interessanterweise zeigte die Expression von VEGFA dieselben Einfliisse. Dies kénnte folglich
dafiir sprechen, dass sowohl Cisplatin als auch Oxaliplatin eine inflammatorische Antwort in A498
Zellen auslosen, wobei Oxaliplatin vermutlich eine deutlichere Antwort hervorruft. Carboplatin
hingegen zeigte keine Verdnderungen in der Expression der erwédhnten Gene, wodurch sich hier

keine inflammatorische Antwort vermuten lasst.

Um eine genauere Aussage treffen zu kénnen, miissten allerdings noch weitere inflammatorische

Marker untersucht werden.

5.1.7 Induktion des Zelltods

Die erwiinschte Wirkung eines Chemotherapeutikums ist der Zelltod der Tumorzelle. Eine Zelle
kann iiber verschiedene Wege den Tod einleiten. Die zwei wichtigsten Wege sind die Apoptose
und die Nekrose. Als sogenannter programmierter Zelltod gilt dabei die Apoptose, im Vergleich
dazu gilt die Nekrose als eher unkontrollierter Mechanismus (Edinger und Thompson, 2004). Der
apoptotische Zelltod ldsst sich auf zwei Wegen in der Zelle einleiten. Der extrinische Weg wird
iiber sogenannte Todesrezeptoren eingeleitet. Die dadurch eingeleitete Signalkaskade fiihrt zur Akt-
vierung der Caspase 8. Die Einleitung der Apoptose iiber den intrinsischen Weg erfolgt tiber die
Mitochondrien und ist p53-abhéngig (Elmore, 2007; Nikoletopoulou et al., 2013). Durch eine er-
hohte Permeabilisierung der Mitochondrienmembran tritt vermehrt Cytochrom c in das Cytosol
aus. Die weitere Signaltransduktion beinhaltet schliefllich die Aktiverung der Caspase 9. Sowohl
Caspase 8 als auch Caspase 9 aktivieren letztlich die Caspase 3, die Caspase, die schlussendlich die
Apoptose einleitet (Elmore, 2007). Morpholgisch charakterisiert sich die Apoptose durch ein Ab-
runden der Zellen (Pyknose), Chromatinkondensation, Zellkernfragmentierung sowie der Bildung
von sogenannten apoptotischen Korpern (Nikoletopoulou et al., 2013). Anhand der Morphologie
lasst sich die nekrotische Zelle von der apoptotischen Zelle unterscheiden. Nekrose fithrt zu einem
Anschwellen von Zellorganellen sowie dem Verlust der Membranintegritdt (Zong und Thompson,
2006). Dadurch kommt es bei der Nekrose vermehrt zu Entziindungen (Nikoletopoulou et al., 2013).
Deshalb ist es im Hinblick auf Chemotherapeutika erstrebenswert, dass diese den Zelltod haupt-
séchlich iiber die Apoptose induzieren. Allerdings geht die Zelle nicht nur {iber einen der Wege in

den Zelltod, sondern Apoptose und Nekrose laufen meistens zusammen ab, wobei einer der Wege
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bevorzugt abliduft (Zong und Thompson, 2006).

Cisplatin induziert den Zelltod in Tumorzellen hauptséchlich iiber die Apoptose (Gonzalez et al.,
2001; Siddik, 2003). Es zeigte sich, dass Cisplatin die Apoptose sowohl tiber den intrinsischen als
auch den extrinischen Weg einleitet. Ob ein Weg bevorzugt eingeleitet wird, scheint auflerdem zell-
typabhéngig zu sein (Micheau et al., 1997; Kuwahara, 2000; Pabla et al., 2008; Wang et al., 2000).
Im Hinblick auf Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitéit stellte sich heraus, dass Cisplatin in hohen
Konzentrationen Nekrose verursacht, wohingegen niedrige Konzentrationen bevorzugt zur Einlei-
tung der Apoptose fiihrten (Lau, 1999; Lieberthal et al., 1996). Cummings und Schellmann zeigten
auflerdem einen Zusammenhang zwischen pb3 und der Apoptose in Nierenzellen. Sie stellten zu-
dem fest, dass nur 50 % der Cisplatin-induzierten Apoptose Caspasen-abhingig waren (Cummings,
2002). Lock und Kollegen konnten dies in der Nierenkarzinomzelllinie Caki-1 sowie in A498 Zellen
bestétigen (Lock et al., 2007).

Oxaliplatin induziert ebenfalls in Tumorzellen Apoptose. Faivre und Kollegen konnten in A2780
Zellen, einer Ovarialkarzinomzellinie, und CEM Zellen, Leukamiezellen, zeigen, dass Oxaliplatin
ebenso potent die Apoptose einleitet wie Cisplatin. In normalen Prostatazellen hingegen zeigte
sich keine Induktion der Apoptose durch Oxaliplatin (Faivre et al., 2003). Hayward und Kollegen
untersuchten in der Kolonkarzinomzellinie HCT116 den Zusammenhang zwischen p53 und der durch
Oxaliplatin-induzierten Apoptose. In verschiedenen Subzelllinien mit knockouts von p53, Bax und
p21 offenbarte sich, dass Oxaliplatin iiber p53 und Bax den intrinsischen Apoptoseweg induziert
(Hayward et al., 2004). Gourdier und Kollegen konnten dies in ihren Studien in HCT116 Zellen
ebenfalls belegen (Gourdier et al., 2004). In einer Studie mit der Kolonkarzinomzelllinie HCT15,
die einen heterozygoten p53 Status aufweist (wt/mutant), stellten Marchetti und Kollegen fest, dass
Oxaliplatin sowohl den intrinsischen als auch den extrinsischen Apoptoseweg einleitet (Marchetti
et al., 2004).

In Abbildung 5.13 sind die Genexpressionsprofile apoptotischer Gene nach Behandlung von A498
Zellen mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin dargestellt. Fiir alle drei Substanzen zeigte sich
eine konzentrationsabhéngige vermehrte Expression von APAF1, BBC3 und PMAIPI1. Alle drei
Gene sind proapoptotisch und am intrinsischen Apoptoseweg beteiligt (Abbildung 5.14). BBC3
(BCL2 binding component 3), das fir das Protein PUMA codiert, sowie das fir NOXA codierende
Gen PMAIP1 (phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1) gehdren der sogenannten BCL-2
Familie an (Oda, 2000; Yu et al., 2001). Durch einen DNA-Schaden kénnen sie iiber p53 transkrip-
tionell aktiviert werden und so den intrinsischen Apoptoseweg einleiten (Fulda und Debatin, 2006).
Durch die Aktivierung proapoptotischer Proteine, kommt es zu einer erhéhten Permeabilisierung
der dufleren mitochondrialen Membran. Infolgedesssen treten Proteine, die sich normalerweise in
der Membran befinden, in das Cytosol iiber. Eines dieser Proteine ist Cytochrom C. Dieses bil-
det dann im Cytosol ein sogenanntes Apoptosom, d.h. einen Komplex mit APAF1 und Caspase 9.
Dieser Komplex aktiviert weiter die Caspase 3, wodurch die Apoptose eingeleitet wird (Fulda und

Debatin, 2006). P53 kann zusétzlich tiber eine transkriptionsunabhangige Aktivierung von BAX
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ebenfalls zur Permeabilisierung der Membran fiihren. Weiter kann es aulerdem an die antiapop-
totischen Proteine BCL2 und BCL-xL binden, wodurch die Membran ebenfalls destabilisiert wird,
da die antiapoptotische Wirkung der Proteine inhibiert wird (Moll et al., 2005).
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Abbildung 5.13: Genexpression von pro- und antiapoptotischen Genen in A498 Zellen nach
Inkubation mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. A498 Zellen wurden jeweils fiir 1 h mit
verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin, Carboplatin oder Oxaliplatin inkubiert. Nach der einstiindi-
gen Inkubation wurden die Zellen fir weitere 24 h kultiviert und anschliefend die Genexpression mittels
Hochdurchsatz RT-qPCR. ermittelt. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die unbehandelte
Kontrollprobe normiert. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen.

Nach Behandlung von A498 Zellen mit Oxaliplatin zeigte sich eine konzentrationsabhéngige ver-
mehrte Expression von BAX (BCL2 associated X, apoptosis regulator), wobei diese noch unterhalb
des relevanten Bereichs lag. Fir Cisplatin konnte ebenfalls eine vermehrte Expression von BAX
ermittelt werden, jedoch auch unterhalb des relevanten Bereichs. Dennoch lésst sich im Vergleich
zu Carboplatin eine Tendenz zu einer vermehrten Expression erkennen. Carboplatin zeigte im Ver-
gleich zu Cisplatin und Oxaliplatin keine Verdnderung in der Expression. Dies kénnte mit der
Expression von pb3 zusammenhéngen, da BAX durch p53 aktiviert werden kann. Verglichen mit
Cisplatin und Oxaliplatin wies Carboplatin das geringste p53 Proteinlevel auf. Fiir Oxaliplatin ldsst
sich auflerdem eine konzentrationsabhéngige reduzierte Expression von BCL2 erkennen. Eine redu-

zierte Expression konnte dafiir sprechen, dass p53 an BCL2 bindet und so dessen antiapoptotische
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Wirkung inhibiert.
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Abbildung 5.14: Extrinsischer und intrinsischer Apoptoseweg. Entscheidet die Zelle nach DNA-
Schéden die Apoptose einzuleiten, kann dies {iber den intrinsischen und/oder den extrinsischen Apoptoseweg
ablaufen. Der intrinsische Weg lduft {iber p53 ab. Eine Aktivierung durch p53 von BBC3 und PMAIP1 sowie
BAX fiihrt zu einer Permeabilisierung der mitochondrialen Membran. Dadurch kommt es zu einem Austritt
von Cytochrom C (Cyt C) in das Zytosol, wo es zusammen mit APAF1 und der Caspase 9 (Casp 9) ein
sogenanntes Apoptosom bildet, das wiederum die Caspase 3 aktiviert. Die Effektorcaspase leitet dann letztlich
die Apoptose ein. Der extrinsische Weg lauft {iber Rezeptoren der TNF-Rezeptor Superfamilie ab. Durch
Ligandenbildung des entsprechenden Liganden an den Rezeptor wird ein sogenanter DISC (death-inducing
signaling related apoptosis-inducing ligand) aus FADD oder TRADD und der Caspase 8 gebildet. Dadurch
wird letztlich die Caspase 3 aktiviert und somit die Apoptose eingeleitet.

Teil des extrinsischen Apoptosewegs sind Rezeptoren der TNF-Rezeptor Superfamilie (TNFRSF).
TNFRSF10B codiert fiir den death receptor 5 (DR5). Durch Ligandenbindung von TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) bildet der DR5 einen sogenannten DISC (death-inducing signaling
complex) bestehend aus FADD (Fuas-associated protein with death domain) und Caspase 8 (Nair
et al., 2014). Caspase 8 aktiviert dann die Caspase 3, die dann wiederum die Apoptose einleitet
(Abbildung 5.14). Cisplatin und Oxaliplatin zeigten beide nach Behandlung von A498 Zellen eine
vermehrte Expression von TNFRSF10B. Dagegen zeigte Carboplatin nur eine minimal vermehrte
Expression bei den hochsten Konzentrationen (300 - 500 pM). Daraus lasst sich schlieflen, dass

Cisplatin und Oxaliplatin vermutlich sowohl iiber den intrinsischen als auch tber den extrinsi-



94 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

schen Weg die Apoptose einleiten. Das Genexpressionsprofil von Carboplatin deutet nur auf eine
Induktion der Apoptose iiber den intrinsischen Weg hin. Allerdings wurde auch nur ein Gen des ex-
trinsischen Wegs untersucht, weshalb eine Induktion der Apoptose liber den extrinsischen Weg nicht
ausgeschlossen werden kann. Detailierte Untersuchungen auf funktioneller Ebene wiirden hieriiber

weiter Aufschluss geben.

Die Genexpressionsprofile der drei platinbasierten Substanzen deuten auf eine Induktion des Zell-
todes iiber die Apoptose hin. Deshalb wurde nachfolgend auf funktioneller Ebene die Induktion der
Apoptose untersucht. Mit Hilfe des Proteins Annexin V, gekoppelt mit dem Fluorochrom FITC,
lassen sich apoptotische Zellen am Durchflusszytometer analysieren. Um zusétzlich zwischen apo-
ptotischen Zellen und nekrotischen Zellen zu unterscheiden, wird der Farbstoff Propidiumiodid
(PI) eingesetzt. Jedoch ldsst sich dabei nicht zwischen nekrotischen und spéat-apoptotischen Zel-
len unterscheiden. In Abbildung 5.15 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung in
A498 Zellen nach einstiindiger Behandlung und jeweiliger Nachinkubationszeit (24, 48, 72, 96 h)
dargestellt. Es handelt sich hierbei um dieselben Proben wie fir die Zellzyklusbestimmung am
Durchflusszytometer, weshalb dieselben Konzentrationen eingesetzt wurden.

A498 Zellen zeigten einen Anstieg an apoptotischen Zellen bei einer Behandlung mit 50 nM Cis-
platin nach 24 h Nachinkubation. Der Anteil an apoptotischen Zellen nahm nach 48 h weiterhin
zu und blieb nach 72 h auf demselben Niveau. Nach 96 h nahm dann letztlich der Anteil an
spat-apoptotischen und nekrotischen Zellen zu. Die Durchflusszytometerdaten spiegeln demnach
die Genexpressionsdaten wieder, die darauf hindeuteten, dass nach 24 h bereits die Apoptose ein-
geleitet wird.

Nach einer Inkubation von 200 pnM Carboplatin nahm der Anteil an apoptotischen Zellen ebenfalls
zu und blieb bis 72 h Nachinkubationszeit erhalten. Interessanterweise nahm dann der Anteil an
apoptotischen Zellen nach 96 h sehr stark ab. Dabei nahm der Anteil an lebenden Zellen wieder zu
(siehe Anhang). Werden die Zellzyklusdaten mit einbezogen, so ist nach 72 h keine Verdnderung
mehr in der Zellzyklusverteilung im Vergleich zur Kontrolle ersichtlich. Es scheint demnach, dass
die Zellen sich ab diesem Zeitpunkt wieder vermehrt teilten. Ob die verursachten DNA-Schidden
dabei reparariert wurden, lasst sich jedoch nicht sagen. Bei einer Behandlung mit 500 pM nahm
der Anteil an apoptotischen Zellen bis 48 h zu und nahm bis 96 h wieder ab. Der Anteil an spét-
apoptotischen und nekrotischen Zellen nahm nach 96 h leicht zu, wobei generell der Anteil an
lebenden Zellen ab 72 h bis 96 h wieder leicht zunahm. Selbst bei hoheren Konzentrationen an
Carboplatin schienen sich die A498 Zellen wieder vermehrt zu teilen, wobei der Anteil an lebenden
Zellen in einem geringeren Ausmaf als bei 200 pM wieder zunahm.

Nach einer Behandlung von A498 Zellen mit 20 pM Oxaliplatin nahm der Anteil an apoptotischen
Zellen im Vergleich zur Kontrolle nach 24 h sehr stark zu. Uber 40 % der Gesamtzellzahl waren
dabei apoptotische Zellen. Im Vergleich dazu belief sich der Anteil an apoptotischen Zellen nach
Behandlung mit 50 pM Cisplatin nach 24 h auf knapp tber 20 %. Der Anteil an apoptotischen
Zellen hielt sich bis 72 h, wobei er nach 96 h wieder leicht abnahm und die Anzahl an lebenden

Zellen wieder leicht zunahm.
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Abbildung 5.15: Untersuchung der Apoptose in A498 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin,
Carboplatin und Oxaliplatin. Zur Bestimmung der Apoptose mittels Durchflusszytometrie wurden A498
Zellen zunéchst fir 1 h mit jeweils 50 pM Cisplatin, 200 und 500 pM Carboplatin oder 20 und 50 pM
Oxaliplatin inkubiert. Die Zellen wurden danach fiir 24, 48, 72 und 96 h weiter kultiviert. Zur Differenzierung
zwischen apoptotischen und nekrotischen + spat-apoptotischen Zellen wurden die Zellen zum einen mit
Annexin V, zum anderen mit Propidiumiodid angefarbt und anschlieend am Durchlusszytometer vermessen.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an apoptotischen sowie nekrotischen und spét-apoptotischen Zellen,
wobei jeweils der Mittelwert £ Standardabweichung aus drei unabhéngigen Bestimmungen gezeigt ist.
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Fine Konzentration von 50 pM Oxaliplatin fithrte zu einem zu Cisplatin vergleichbaren Anstieg
der apoptotischen Zellen nach 24 h. Nach 48 h nahm der Anteil an apoptotischen Zellen auf ca.
40 % zu und hielt sich bis 96 h. Der Anteil an nekrotischen und spéat-apoptotischen Zellen nahm
ebenfalls nach 48 h zu, blieb aber konstant bis 96 h. Im Vergleich zu Oxaliplatin und Carboplatin
wies Cisplatin den hochsten Anteil an spat-apoptotischen und nekrotischen Zellen auf.

Eine vermehrte Induktion der Nekrose kénnte folglich zur Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitit

beitragen. Dennoch wird als Hauptmechanismus bei allen drei Substanzen die Apoptose eingeleitet.

5.2 Aufklarung wund Einordnung des Wirkmechanismus von
PN149

Obwohl die platinbasierte Chemotherapie seit Jahrzehnten eine der am héufigsten eingesetzten Che-
motherapieformen ist, weist sie trotz hoher Effektivitdt immer noch negative Wirkungen auf. Alle
drei klinisch zugelassenen Substanzen kénnen zu einer, fiir jede Substanz unterschiedlichen, schwe-
ren und meist auch dosislimitierenden Nebenwirkung fithren. Neben toxischen Nebenwirkungen
stellen auflerdem Resistenzen ein grofles Problem dar. Diese kénnen entweder dem Tumor bereits
innewohnen oder sich wihrend der mehrfachen Behandlung mit den Substanzen entwickeln. Trotz
aller Bemithungen, die platinbasierte Chemotherapie zu verbessern, gibt es folglich immer noch
gravierende negative Folgen. Deshalb ist es essentiell, die Therapieform weiter zu erforschen und
zu entwickeln.

Eine Weiterentwicklung, die dabei in den Fokus geraten ist, sind Platin(IV)-Derivate. Sie haben
den Vorteil, dass sie weniger reaktiv sind und im Vergleich zu ihren Platin(II)-Pendants kénnen sie
oral verabreicht werden. Weiterhin gelten sie als sogenannte prodrugs, d.h. sie werden erst innerhalb
der Zelle in ihre aktive Platin(II)-Form umgewandelt (Kenny et al., 2017; Hall et al., 2007; Sen’
et al., 2010).

Eines dieser Platin(IV)-Derivate stellt der Platin(IV)-nitroxyl-Komplex PN149 dar. Die Grund-
struktur, auf die dieser Komplex aufbaut, ist die von Cisplatin. Zusétzlich weist er aber in axialer
Position zwei lipophile Gruppen sowie anstelle einer Aminogruppe einen Aminonitroxylrest auf
(Sen’ et al., 2006). Die zusétzlichen lipohilen Gruppen ermdoglichen eine Aufnahme der Substanz
iiber passive Diffusion und somit unabhéngig von Transportern. Der Aminonitroxylrest verleiht der
Substanz antioxidative Eigenschaften, indem es die Superoxiddismutase nachahmt (Goldstein et al.,
2003; Krishna et al., 1992). Da die Induktion von ROS eine Rolle in den toxischen Nebenwirkungen
spielt, konnte dies zu verminderten toxischen Nebenwirkungen fithren. Auflerdem weisen Nitroxyl-
radikale an sich eine Antitumoraktivitdt auf (Gariboldi, 1998; Suy et al., 2005).

Eine Studie, welche u.a. in der Arbeitsgruppe durchgefithrt wurde, untersuchte verschiedene PNCs
und deren Antitumorwirkung im Vergleich zu Cisplatin in der Blasentumorzelllinie RT112 und
deren Cisplatin-resistenten Sublinie RT112-CP. Dabei kristallisierte sich heraus, dass PNCs, im

Gegensatz zu Cisplatin, keinen Unterschied in ihrer Effektivitdt in beiden Zelllinien aufwiesen und
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somit die Cisplatin-Resistenz iiberwinden konnten (Cetraz et al., 2017). Grofles Potential zeigte
dabei die Substanz PN149, weshalb der genaue Wirkmechanismus in dieser Arbeit weiter im De-
tail untersucht wurde und mit den Wirkmechanismen von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin
verglichen wurde. Die Untersuchungen zum Wirkmechanismus wurden in A498 und teilweise in
RT112 Zellen durchgefiihrt. Es handelt sich bei RT112 Zellen um Blasentumorzellen, die effektiv
mit Cisplatin behandelt werden kénnen. Aufgrund dessen wurde zusétzlich diese Zelllinie verwen-
det. AuBlerdem konnte so auf bisherige Ergebnisse aus Cetraz et al. (2017) aufgebaut werden. Die

Ergebnisse wurden in Schoch et al. (2018) verdffentlich und sind dem Anhang zu entnehmen.

5.2.1 Vergleich der Zytotoxizitatsstudien

Als potentielles platinbasiertes Chemotherapeutikum stellt sich zunéchst die Frage der Effektivitét
von PN149 in Tumorzellen. In bisherigen Zytotoxizitatsstudien in RT112 Zellen zeigte PN149 dabei
eine dhnliche Effektivitat wie Cisplatin (Cetraz et al., 2017; Schoch et al., 2018). Sen’ und Kollegen
bestimmten ebenfalls die Zytotoxizitdt von PN149 in HeLa Zellen, einer Zervixkarzinomzelllinie,
und H1299 Zellen, einer nichtkleinzelligen Lungenkarzinomzelllinie, mittels MTT Test nach einer
24 h Inkubation. Dabei wies PN149 einen dhnlichen IC59 Wert in den HeLa Zellen wie Cisplatin auf.
In den H1299 Zellen war Cisplatin sogar weniger effektiv als PN149 (Sen’ et al., 2010). Bisherige

Studien deuten also auf eine mit Cisplatin vergleichbare Zytotoxizitat hin.

In Abbildung 5.16 ist die Zytotoxizitdt (RCC und CFA) von PN149, in griin hervorgehoben, im
Vergleich zu den anderen drei platinbasierten Substanzen dargestellt. Dabei ldsst sich erkennen,
dass PN149 in A498 Zellen, sowohl in der Langzeittoxizitdt als auch der akuten Toxizitét, eine
dhnliche Effektivitat wie Cisplatin aufwies. Dies spiegelte sich auch in den berechneten ICsg Werten
wider (Tabelle 5.2). Mit einem IC59 Wert von 6 pM im CFA zeigte PN149 die gleiche zytotoxische
Effektivitdt wie Cisplatin. In der Bestimmung der relativen Zellzahl (RCC) wurde fiur PN149 ein
1C59 Wert von 20 pM berechnet, damit ist es sogar effektiver als Cisplatin mit 27 uM.

Die oktaetrische Struktur des Komplexes sowie das geséttigte Platin(IV)-Zentralatom fiithren dazu,
dass der Komplex resistenter gegeniiber einer Ligandensubstitution ist. Folglich ist PN149 iner-
ter als z.B. das planare Cisplatin (Johnstone et al., 2016; Kenny et al., 2017). In der Zelle muss
der Platin(IV)-Komplex erst zu einem Platin(II)-Komplex reduziert werden, um iiberhaupt in Tu-
morzellen wirken zu kénnen. Dieser entscheidende Schritt ist abhéngig von den axialen Liganden
sowie den Umgebungsbedingungen in der Tumorzelle (Kenny et al., 2017; Nemirovski et al., 2007).
Als Reduktionsmittel spielen dabei z.B. Thiole und Ascorbinsédure eine Rolle. Carboxylat-Gruppen,
wie sie PN149 besitzt, besitzen ein mittelméfiges Reduktionspotential (Nemirovski et al., 2007).
Aufgrund dieser Eigenschaften kénnte angenommen werden, dass PN149 weniger toxisch ist als
Cisplatin. Dies scheint jedoch nicht fiir PN149 der Fall zu sein. Zytotoxizitdtsuntersuchungen von
PN149 und Cisplatin zeigten auch in verschiedenen Zelllinien keinen Unterschied im zytotoxischen
Potential der beiden Substanzen (Cetraz et al., 2017; Schoch et al., 2018; Sen’ et al., 2010).
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Abbildung 5.16: Einordnung der zytotoxischen Wirkung von PN149 in A498 Zellen im Ver-
gleich zu Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Zur Einordnung der Zytotoxizitatsdaten von PN149
wurden diese in den Diagrammen zusétzlich mit den Daten aus Abbildungen 5.1 und 5.2 dargestellt. A: Be-
stimmung der relativen Zellzahl (RCC) in A498 Zellen. A498 Zellen wurden fiir eine Stunde mit der jeweiligen
Konzentration an platinbasierter Substanz inkubiert. Nach einer 72 h Nachinkubationszeit wurde die Zell-
zahl bestimmt. Um die relative Zelllzahl zu erhalten wurde auf die Kontrolle normiert. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten, die jeweils in Doppelbestimmung durchgefiihrt
wurden, + Standardabweichung. B: Untersuchung der Kolonieformationsfdhigkeit in A498 Zellen. Fiir eine
Stunde wurden A498 Zellen zunéchst inkubiert und anschliefend fiir 12 Tage kultiviert. Im Anschluss wurde
die Kolonieanzahl bestimmt und die behandelten Proben auf die unbehandelte Probe prozentual normiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhidngigen Untersuchungen, die jeweils in Doppelbestimmung
durchgefiihrt wurden, + Standardabweichung.

Tabelle 5.2: Berechnete IC5, Werte der CFAs sowie der relativen Zellzahl (RCC) der platinbasierten Che-
motherapeutika in A498 Zellen. Zum Vergleich wurden noch einmal die ICsq Werte aus Tabelle 5.1 mit
aufgelistet.

Platinbasierte Substanz CFA [uM] RCC [uM]

PN149 6 20
CDDP 6 27
Oxaliplatin 12 46
Carboplatin 153 273

Um weiter Einblick in das zytotoxische Potential von PN149 zu bekommen wurden im Folgenden

Genexpressionsprofile erstellt sowie verschiedene funktionelle Methoden durchgefiihrt.

5.2.2 Intrazellulire Aufnahme und DNA-Platinierung

Ein wichtiger Parameter im Bezug auf den Wirkmechanismus von platinbasierten Chemotherapeu-
tika ist die Aufnahme in die Zelle und der dann entscheidende Schritt, die DNA-Platinierung. Die
bisherigen Untersuchungen zeigten, dass die intrazelluldre Akkumulation sowie DNA-Platinierung
in A498 Zellen der drei klinisch eingesetzen platinbasierten Substanzen deutliche Unterschiede auf-

wiesen.

Vergleichbar zu den drei anderen Substanzen wurden A498 Zellen mit 50 nM PN149 fiir 2 h in-
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kubiert. Die Untersuchung der intrazelluldren Akkumulation von PN149 in A498 Zellen wurde im
Rahmen der Masterarbeit von Sabine Gajewski durchgefiihrt. Die Zellen zeigten eine deutlich héhe-
re intrazelluldre Akkumulation von PN149 im Vergleich zu allen anderen Substanzen (Abbildung
5.17a). Mit ca. 112 ng Pt/10° Zellen zeigte PN149 eine 5-fach héhere intrazellulire Akkumulation
als Cisplatin und eine 10-fach bzw. 20-fach hoéhere als Oxaliplatin bzw. Carboplatin. Diese deut-
lich hohere intrazellulire Akkumulation ldsst sich vermutlich auf den bereits erwéhnten lipophilen

Charakter der Substanz zurtckfithren.

In Kapitel 5.1.2 wurde die Aufnahme der drei klinisch angewandten Substanzen diskutiert. Dabei
wurde erldutert, dass diese alle abhéngig von verschiedenen aktiven Transportern sind. Diese Ab-
héngigkeit kann ein Problem bei der Tumorbehandlung sein. Eine verminderte Akkumulation von
Cisplatin stellt einen von mehreren moglichen Mechanismen in der Cisplatin-Resistenz dar. Hierbei
kénnen sowohl ein verminderter Influx als auch ein erhohter Eflux durch Verdnderungen in den
Transportsystemen eine Rolle spielen (Koberle et al., 2010). Ishida und Kollegen fanden in ihren
Untersuchungen in Hefen und Mauszellen einen Zusammenhang zwischen der Cisplatin Aufnahme
durch den Ctrl und der Cisplatin-induzierten Resistenz (Ishida et al., 2002, 2010). Song und Kol-
legen untersuchten weiterhin die Rolle von Ctrl in Cisplatin-sensitiven und Cisplatin-resistenten
kleinzelligen Lungentumorzellen. In einer der Cisplatin-resistenten Zelllinien fanden sie eine im Ver-
gleich zur sensitiven Zelllinie verminderte Expression von Ctrl. Diese Zelllinie zeigte weiterhin eine

Kreuzresistenz gegentiber Carboplatin, aber nicht Oxaliplatin (Song et al., 2004).
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Abbildung 5.17: Vergleich der intrazelluliren Akkumulation und DNA-Platinierung in A498
Zellen nach Behandlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. Zum Vergleich wurden die
Daten von PN149 zusammen mit den Daten aus Abbildung 5.3 dargestellt. A: Zur Bestimmung der intra-
zelluldren Akkumulation wurden A498 Zellen fiir 2 h mit jeweils 50 pM platinbasierter Substanz inkubiert.
Nach saurem Aufschluss wurde der Platingehalt mittels Graphitrohr-AAS bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabhédngigen Versuchen + Standardabweichung. B: Fir die Bestimmung der DNA-
Platinierung wurden A498 Zellen fiir 2 h mit jeweils 50 pM der platinbasierten Substanz behandelt. Nach
Abbruch der Behandlung erfolgte eine DNA-Extraktion sowie ein saurer Aufschluss. Der Platingehalt wur-
de abschliefend mit Hilfe der ICP-MS gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen
Experimenten 4+ Standardabweichung.

In Studien aus der Arbeitsgruppe konnte gleichermaflen eine verminderte Expression des Ctrl in
der Cisplatin-resistenten Sublinie RT112-CP im Vergleich zur parentalen RT112 Zelllinie ermittelt
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werden. Die Untersuchung der intrazelluldren Akkumulation von verschiedenen PNCs und Cispla-
tin ergab dabei fiir keine der PNCs einen Unterschied zwischen parentaler und resistenter Sublinie
im Gegensatz zu Cisplatin (Cetraz et al., 2017). Um den Einfluss des Ctrl auf die Aufnahme von
Cisplatin und PN149 zu untersuchen, wurde die Expression des Ctrl mit Hilfe eines Kupferchela-
tors in der Sublinie manipuliert. Da die Expression des Ctrl {iber den Kupfergehalt reguliert wird,
resultiert eine Inkubation mit einem Kupferchelator in einer erhéhten Expression des Rezeptors.
Nach Manipulation zeigte sich eine vermehrte Aufnahme fiir Cisplatin aber nicht fiir PN149 (Ce-
traz et al., 2017). Folglich ist die Aufnahme von PN149 vermutlich unabhéngig vom Ctrl.

Neben dem Ctrl spielt der OCT2 eine Rolle in der Aufnahme, wobei hier vielmehr ein Zusam-
menhang zwischen der von Cisplatin ausgelosten Nephrotoxizitdt besteht als mit einer Cisplatin-
Resistenz. Um den Einfluss von OCT2 auf die Aufnahme von Cisplatin und PN149 in A498 Zellen
zu untersuchen, wurde im Zuge der Masterarbeit von Johanna Wall ein knockdown mittels siRNA
des Transporters in A498 Zellen durchgefiihrt. Wie bereits in Kapitel 5.1.2 erwdhnt, zeigte sich hier
kein Einfluss auf die Aufnahme von Cisplatin. Fiir die Aufnahme von PN149 zeigte sich ebenso
wenig ein Einfluss (Daten nicht gezeigt). Mit einem knockout des Transporters wiirden sich weitere
definitivere Aussagen treffen lassen, da nur ein knockdown von 50 % erreicht werden konnte, ob der
OCT?2 wirklich keinen Einfluss auf die Aufnahme von PN149 hat.

Die deutlich hohere Aufnahme von PN149 spricht jedoch fiir den lipophilen Charakter der Sub-
stanz, der vermutlich zu einer Aufnahme hauptséchlich tiber passive Diffusion fiithrt. Somit wére
die Substanz im Vorteil bei Behandlungen von resistenten Tumoren, die eine verdnderte Expression

von Transportern aufweisen.

In Abbildung 5.17b ist weiterhin die DNA-Platinierung in A498 Zellen nach Behandlung mit PN149
im Vergleich zu den anderen drei platinbasierten Substanzen dargestellt. Zur Untersuchung der
DNA-Platinierung wurden die Zellen im Einklang mit der intrazelluliren Akkumulation fiir 2 h
mit 50 pM platinbasierter Substanz inkubiert. PN149 zeigte auch hier eine deutlich héhere DNA-
Platinierung als die anderen drei platinbasierten Substanzen. Im Vergleich zu Cisplatin und Car-
boplatin fiihrte die Behandlung mit PN149 zu einer doppelt so hohen DNA-Platinierung in A498
Zellen. PN149 zeigte verglichen mit Oxaliplatin sogar eine 4-fach erhéhte DNA-Platinierung. Die
hohe intrazelluldre Akkumulation scheint folglich im Einklang mit einer hohen DNA-Platinierung
zu stehen. In Cetraz et al. (2017) konnte eine Korrelation zwischen der intrazelluldrer Akkumula-
tion und der DNA-Platinierung der PNCs sowohl in der sensitiven RT112 als auch der resistenten
RT112-CP Zelllinie ermittelt werden. Bei einer intrazelluldiren Akkumlation von PN149 mit 167 ng
Pt/10% Zellen wurden eine DNA-Platinierung von 658 nmol Pt/g DNA in RT112 Zellen ermittelt.

Dies entspricht in etwa den Werten, die in den A498 Zellen ermittelt wurden.

In Kapitel 5.2.1 wurde bereits diskutiert, dass PN149 erst in der Zelle zu einem Platin(II)-Derivat
umgewandelt werden muss, damit es mit der DNA reagieren kann. Dieser Vorgang ist u.a. von
den axialen Liganden und der zelluldiren Umgebung abhéngig. Weiterhin wurde in Kapitel 5.1.2 die

Reaktionskinetik von Carboplatin besprochen. Carboplatin weist einen stabilen Liganden als Ab-
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gangsgruppe auf, weshalb der Aquatisierungsvorgang fiir Carboplatin sehr viel langer dauert als fiir
Cisplatin, und Carboplatin somit weniger reaktiv als Cisplatin ist. Es wire also anzunehmen gewe-
sen, dass PN149 aufgrund seiner Struktur ebenfalls eine vergleichweise langsamere Reaktionskinetik
als Cisplatin aufweist. Dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein, da die hohe DNA-Platinierung fiir
einen schnellen Abbau zum Platin(II)-Derivat spricht.

In einer Studie von Reithofer und Kollegen wurde die DNA-Platinierung sowie das zytotoxische
Potential von verschiedenen Platin(IV)-Derivaten mit Carboxylat-Liganden in vier verschiedenen
Zelllinien untersucht. Alle Substanzen zeigten ebenfalls eine deutlich hohere DNA-Platinierung als
Cisplatin in allen vier Zelllinien. Es zeigte sich jedoch auch, dass Cisplatin mit weniger DNA-
Schéden zum gleichen zytotoxischen Potential fiihrte wie die Platin(IV)-Substanzen (Reithofer
et al., 2007). Dies ist auch in der vorliegenden Arbeit der Fall gewesen. Eine deutlich geringere
DNA-Platinierung durch Cisplatin war ausreichend, um dasselbe zytotoxische Potential wie PN149
in A498 Zellen hervorzurufen. Aufgrund seines Aminonitroxylrestes konnte PN149, wie auch Oxali-
platin, zu anderen DNA-Schéden fiihren als Cisplatin bzw. die Schadensantwort kénnte eine andere

sein. Im Folgenden wurde dies weiter untersucht.

5.2.3 Einfluss von p53

Die bisherigen Untersuchungen deuteten darauthin, dass PN149 zwar ein dhnliches zytotoxisches
Potential wie Cisplatin aufweist, sich jedoch vermutlich in der DNA-Schadensantwort und der wei-
teren Signaltransduktion unterscheiden muss, da es eine deutlich hohere DNA-Platinierung zeigte.
Wie schon fiir Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin erfolgte fiir PN149 eine Genexpressionsanaly-
se verschiedener Signaltransduktionswege. Um den Wirkmechanismus zu den klinisch zugelassenen
platinbasierten Chemotherapeutika einordnen zu kénnen, wurden die Ergebnisse der Genexpressi-
onsanalyse jeweils in Netzdiagrammen dargestellt. Dabei wurde das Profil der héchsten Konzen-
tration von PN149 (50 pM) jeweils tiber die einzelnen Profile mit der hochsten Konzentrationen
der anderen Substanzen (Cisplatin 50 pM, Carboplatin 500 pM, Oxaliplatin 150 pM) gelegt. Die

genauen Ergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.

Abbildung 5.18 zeigt die Genexpressionsprofile von verschiedenen Transkriptionsfaktoren. Beim Be-
trachten der Netzdiagramme ldsst sich erkennen, dass die Profile von Cisplatin und PN149 sich sehr
dhneln. Beide Stoffe zeigen einen Ausschlag Richtung NFKBIA, VEGFA und MDM2 sowie einen
leichten Ausschlag Richtung JUN. Dabei ist die Genexpression dieser Gene fiir beide Stoffe dhnlich
stark verdndert. Im Vergleich zu Carboplatin zeigte das Profil von PN149 mehr Verdnderungen in

Genen. Verglichen mit Oxaliplatin ist die Genexpression von PN149 weniger verdndert.

Wie in Kapitel 5.1.3 erklart, ist MDM2 der Gegenspieler von p53, d.h. auch fiir PN149 deutet
sich ein p53-abhéngiger Mechanismus an. Deshalb wurde fiir PN149 gleichermafien, wie fiir die
anderen Substanzen, das Proteinlevel von p53 mittels Immunoblot untersucht. Ein beispielhafter
Immunoblot ist in Abbildung 5.19 im Vergleich zu Cisplatin dargestellt. Abbildung 5.20 zeigt die se-
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Abbildung 5.18: Netzdiagramm zum Vergleich der Genexpressionsprofile verschiedener Tran-
skriptionsfaktoren in A498 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin (CDDP), Carboplatin, Oxa-
liplatin und PN149. A498 Zellen wurden fiir eine Stunde mit der jeweiligen Substanz in verschiedenen
Konzentrationen inkubiert. Nach einer 24 h Nachinkubation erfolgte die Bestimmung der Genexpression
mittels Hochdurchsatz RT-qPCR. Im Diagramm dargestellt sind jeweils nur die log2 Mittelwerte der héch-
sten Konzentration der jeweiligen Substanz, d.h. 50 pM fiir Cisplatin und PN149, 500 pM Carboplatin und
150 pM Oxaliplatin.

miquantitative Auswertung aller Immunoblots der vier Substanzen. Zur Berechnung wurde hierfiir
die Ladekontrolle ERK2 miteinbezogen. Dabei wurden die A498 Zellen, wie fiir die Genexpression,
fiir 1 h mit verschiedenen Konzentrationen an PN149 (10, 20, 50 pM) inkubiert und weitere 24 h
kultiviert.

Der Verdacht, der sich durch die Genexpressionsanalyse ergab, dass PN149, wie auch die anderen
drei platinbasierten Substanzen, p53 beeinflusst, bestétigte sich durch die Immunoblotanalyse. Bei
einer Konzentration von 50 pM PN149 zeigte sich eine Zunahme des p53 Proteinlevels. Dies liefl
sich auch in der semiquantitativen Auswertung erkennen. Dabei liel sich weiterhin erkennen, dass
PN149 iiberhaupt erst ab einer Konzentration von 50 pM zu einer Veranderung im p53 Proteinlevel
fiihrte. Bei Konzentrationen von 10 und 20 pM verdnderte sich das Proteinlevel im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle nur marginal. Ordnet man PN149 nun zu den anderen drei Substanzen
ein, wirde die Intensitédt des p53 Proteinlevels eher der von Carboplatin entsprechen. Cisplatin und
vor allem Oxaliplatin weisen deutlich hohere Proteinlevel auf.

Fihrt man wiederum einen Strukturvergleich der Substanzen untereinander durch, hétte ange-
nommen werden kénnen, dass PN149 aufgrund seines eher sperrigen Aminonitroxylligandes in die
Richtung von Oxaliplatin gehen kénnte. Dies scheint jedoch im Falle des p53 Proteinlevels nicht
der Fall zu sein. Erstaunlicherweise entspricht es vielmehr Carboplatin, dass aufgrund seiner stabi-
len Abgangsgruppe eine langsamere Reaktionskinetik aufweist und deshalb deutlich l&nger braucht,
um die gleiche Anzahl an DNA-Schéden zu setzen wie Cisplatin. Die DNA-Platinierung von PN149
zeigte jedoch einen sehr hohen Platinierungsgehalt. DNA-Schéden induziert durch PN149 scheinen,

wie schon angedeutet, nicht so effektiv zu sein wie die von Cisplatin oder Oxaliplatin.

In RT112 Zellen wurde ebenfalls das pb3 Proteinlevel sowie die Genexpression der Transkriptions-
faktoren nach Behandlung mit Cisplatin und Oxaliplatin untersucht (sieche Anhang). Die Genexpres-
sion von MDM2 deutete auch hier auf eine Verénderung im p53 Proteinlevel hin. Auf Proteinebene

konnte hier jedoch fiir keine der beiden Substanzen eine Verdnderung festgestellt werden.
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Abbildung 5.19: P53 Proteinlevel in A498 Zellen nach Inkubation mit Cisplatin und PIN149.
A498 Zellen wurden fiir 1 h mit jeweils 10, 20 und 50 pM Cislatin bzw. PN149 inkubiert und anschlieend
fir 24 h weiter kultiviert. Danach erfolgte die Bestimmung des p53 Proteinlevels mittels Immunoblot. Zur
Kontrolle der gleichméfligen Beladung diente ERK2. Es wurden drei voneinander unabhingige Versuche
durchgefiihrt, wobei einer exemplarisch dargestellt ist.
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Abbildung 5.20: Semiquantitative Auswertung der Immunoblots von p53 in A498 Zellen nach
Inkubation mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. Zum Vergleich wurden die Daten von PN149
im Diagramm zusammen mit den Daten aus Abbildung 5.6 dargestellt. Es erfolgte eine 1 h Inkubation von
A498 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen platinbasierten Substanz. Im Anschluss wur-
den die Zellen fiir weitere 24 h kultiviert. Zur semiquantitativen Auswertung wurden die Bandenintensitdten
der Ladekontrolle ERK2 miteinberechnet und auf die Kontrolle normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen + Standardabweichung.
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Dies lasst sich vermutlich auf die Mutation im p53 Gen in den RT112 Zellen zuriickfithren (Bohn-
ke et al., 2004; Warenius et al., 2000). A498 Zellen weisen hingegen einen p53 Wildtyp auf. Die
zugrundeliegende Mutation in RT112 Zellen kann zu einem inaktiven Protein fithren und somit
in einer fehlerhaften Signaltransduktion enden (Chresta et al., 1996). Beide Substanzen zeigten
dennoch ein hohes zytotoxisches Potential in den RT112 Zellen. Folglich kénnen beide Substanzen
auch unabhéngig von p53 den Zelltod einleiten (Schoch et al., 2018).

Sen’ und Kollegen fithrten mit einem anderen PNC ebenfalls Studien zum p53 Proteinlevel in der
Brustkrebszelllinie MCF7 durch. Nach einer 6 h Behandlung mit dem Komplex zeigte sich jedoch
keine Verdnderung im p53 Proteinlevel. Dies mag zum einen an der unterschiedlichen Struktur
liegen, zum anderen aber auch an der Inkubationszeit von 6 h, die eventuell als zu kurz gewahlt
wurde. MCF7 Zellen induzieren auflerdem erst relativ spat nach einem DNA-Schaden die Apoptose
(Fan et al., 1995).

PN149 scheint folglich auf Genebene zu &hnlichen Veranderungen von Transkriptionsfaktoren wie
Cisplatin zu fithren, auf Proteinebene zeigte sich jedoch nur eine méfiige Erhohung des p53 Pro-
teinlevels und scheint daher eher vergleichbar mit Carboplatin zu sein. Gleichermafien wie fiir die
klinisch angewandten platinbasierten Substanzen, dienten deshalb die weiteren Untersuchungen auf

Genebene und auf funktioneller Ebene zur weiteren Aufklarung der Mechanismen.

5.2.4 DNA-Schadensantwort und -Reparatur

Durch platinbasierte Chemotherapeutika induzierte DNA-Lésionen sind der Hauptgrund fiir ihre
Wirksamkeit in Tumorzellen. Eine nachfolgende DDR kann so letztlich weitere Mechanismen in
Gang setzen, die letztenendes zum Zelltod fithren. Nach einem DNA-Schaden versucht die Zelle
zunéchst diesen zu reparieren. Im Falle von Cisplatin und Carboplatin geschieht dies durch die
NER und die ICL. Die Genexpressionsanalyse offenbarte allerdings kaum Verédnderungen in NER
beteiligten Genen. Lediglich die p53-abhéingigen Gene DDB2, GADD/5A und RRM2B zeigten eine
Verédnderung im relevanten Bereich. Die DN A-Schadenserkennung sowie -Reparatur von Oxaliplatin
ist aufgrund seines DACH-Ligandens eine andere. Dies spiegelte sich auch in der Genexpressions-
anaylse wieder. Hier war vor allem auffillig, dass es zu einer verminderten Expression von DNA-
Doppelstrangbruchreparaturgenen wie BRCA1 und BRCA2 sowie RAD51 kam. Daneben wurden
auch das in die MMR involvierte Gen MSH2 sowie das vor allem an der Einzelstrangbruchreparatur
beteiligte Gen PARP1 vermindert exprimiert. Die DNA-Schadensantwort von Cisplatin und Car-
boplatin im Vergleich zu Oxaliplatin scheint sich demnach deutlich voneinander zu unterscheiden.
Bruno und Kollegen postulierten anhand ihrer Untersuchungen, dass Oxaliplatin seine Wirkung
nicht iiber eine DDR sondern iiber ribosomalen Stress entfaltet (Bruno et al., 2017).

Uber die DDR sowie DNA-Reparatur von PNCs ist bisher noch nichts bekannt. Im Zuge dieser
Arbeit sowie der Untersuchungen von Cetraz et al. (2017) konnte bisher festgestellt werden, dass
PNCs auf jeden Fall die DNA platinieren und somit zu DNA-Schéiden fiihren. Mit Hilfe der Genex-
pressionsanalyse wurden in A498 Zellen die DDR sowie DNA-Reparatur nach Behandlung mit
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PN149 untersucht. Hierfiir wurden A498 Zellen fiir 1 h mit der jeweiligen platinbasierten Substanz
inkubiert und anschlielend fiir weitere 24 h kultiviert. Die Ergebnisse der Unterschungen wurden
zum Vergleich als Netzdiagramme dargestellt (Abbildung 5.21). Es wurden jeweils die hochsten
Konzentrationen miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich wieder eine deutliche Uberlappung der
Profile von PN149 und Cisplatin. PN149 induzierte wie alle anderen Substanzen die p53-abhingigen
Gene DDB2, GADD/5A und RRM2B.

DDB2 und GADD/5A sind beide an der NER beteiligt. Demnach kénnten PN149-induzierte DNA-
Schéden iiber die NER repariert werden. RRM2B unterstiitzt die DNA-Reparatur durch die Bil-
dung von Desoxyribose Nukleosidtriphosphaten (ANTPs) (Haupt und Haupt, 2017). Es gilt neben
CDKNI1A als das ultimative p53-Targetgen. Beide Gene werden im Falle eines Mechanismus tiber
p53 immer vermehrt exprimiert (Fischer, 2017). Dies scheint sowohl fiir die klinisch angewand-
ten Substanzen als auch fiir PN149 der Fall zu sein. Obwohl PN149 zu einer deutlich geringeren
Erhohung des p53 Proteinlevels als Cisplatin fithrt, scheint die zelluldre Antwort auf Genexpressi-

onsebene von DDR~ und DNA-Reparaturgenen eine &hnlich ausgeprégte zu sein.

Die Genexpressionsanalyse wurde gleichermaflen in RT112 Zellen durchgefithrt. Obwohl diese eine
Mutation im p53-Gen aufweisen, zeigten sie ein dhnliches Genexpressionsprofil fiir DDR- und DNA-
Reparaturgene sowohl fiir Cisplatin als auch fiir PN149 (siehe Anhang). Es scheint demnach, dass
die Zelle unabhéngig von einem funktionsfahigen p53 p53-Targetgene vermehrt exprimieren kann.
P53-Targetgene kénnen nicht nur von p53, sondern auch von einem weiteren Familienmitglied, dem
p73, aktiviert werden (Levrero et al., 2000). Folglich koénnte in den RT112 Zellen p73 die Funktion

von pbH3 iibernehmen.

BRCA1 BRCA1 BRCA1

XpPcC 200 BRCA2 XPC 200 BRCA2 XPC 200 BRCA2
XPA 1,00 DDB1 XPA 1,00 DDB1 XPA 1,00 DDB1
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PARP1 PARP1 PARP1
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Abbildung 5.21: Vergleich der Genexpressionsprofile mit Hilfe eines Netzdiagramms von Cis-
platin, Carboplatin und Oxaliplatin mit PN149. A498 Zellen wurden fiir 1 h mit verschiedenen Kon-
zentrationen der jeweiligen platinbasierten Substanz inkubiert. Nach der einstiindigen Inkubation wurden
die Zellen fiur weitere 24 h kultiviert und anschliefend die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR
bestimmt. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Darge-
stellt sind lediglich die Inkubationen der hochsten Konzentrationen der jeweiligen Substanz (50 M Cispla-
tin/PN149, 500 uM Carboplatin, 150 pM Oxaliplatin) als log2 Mittelwerte aus mindestens drei unabhéngigen
Versuchen.

Betrachtet man die Struktur von PN149, scheint es eher ungewohnlich, dass die DDR und DNA-

Reparatur dieselbe ist wie von Cisplatin. Aufgrund des sperrigen Aminonitroxylrestes liegt die
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Annahme nahe, dass PN149 eher Oxaliplatin dhneln wiirde. Der DACH-Ligand von Oxaliplatin
fithrt, wie bereits mehrfach erwahnt, zu einer ginzlich anderen DDR im Vergleich zu Cisplatin. Im
Falle von PN149 scheint dies wohl nicht der Fall zu sein.

Ein weiteres Platin(IV)-Derivat stellt Satraplatin dar. Es weist ebenfalls zwei zusétzliche Carboxyl-
gruppen sowie einen sperrigen Cyclohexanaminrest auf. Die Struktur von Satraplatin is demnach
dghnlich der Struktur von PN149. Kalimutho und Kollegen untersuchten u.a. die Genexpression
von pH3-abhingigen Genen in HCT116 p53-profizienten Zellen nach Behandlung mit Oxaliplatin
und Satraplatin. Dabei zeigte sich ein &hnliches Genexpressionsprofil beider Substanzen, lediglich
BRCA 1 wurde nach Behandlung mit Oxaliplatin in geringeren Mengen exprimiert, wohingegen eine
Behandlung mit Satraplatin zu einer vermehrten Expression des Gens fiihrte. Satraplatin fiihrte
neben der Induktion der NER Gene ERCCI und GADD/5A auflerdem zur Induktion von MLHI,
das an der MMR beteiligt ist, wobei MSH2 reprimiert wurde (Kalimutho et al., 2011). Aus ihren
Untersuchungen geht jedoch nicht hervor unter welchen Bedingungen ihre Behandlungen durchge-
fihrt wurden. Sie konnten jedoch einen vergleichbaren Mechanismus zu Oxaliplatin feststellen. Fiir
PN149 in A498 Zellen konnte dies nicht festgestellt werden. Der Vergleich der bisherigen Genex-
pressionsanalysen der Substanzen mit PN149 offenbarte folglich, dass PN149 Cisplatin in seiner

zellularen Antwort ahnelt.

5.2.5 Zellzyklus und Proliferation

FEin Wirkmechanismus der {iber p53 ablduft, beinhaltet meistens zunéchst einen Zellzyklusarrest,
um der Zelle Zeit fiir die Reparatur der DNA-Schédden zu geben. Dabei wird der Zellzyklusarrest
durch die Induktion von p21 durch p53 ausgelost. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten
Untersuchungen zeigte sich fiir alle drei klinisch angewandten Substanzen in A498 Zellen eine ver-
mehrte Expression von CDKN1A, das fir p21 codiert. Aulerdem wurden weitere p53-abhéngige
Gene, wie PLK3 und PPM1D vermehrt exprimiert. Auf funktioneller Ebene zeigte sich dann jedoch,
dass nur Cisplatin und Carboplatin zu einem ausgepragten Zellzyklusarrest fithrten. Oxaliplatin
hingegegen wies nur minimale Verdnderungen in der Zellzyklusverteilung auf. Dies konnte auf die
zusétzliche Verdnderungen in der Genexpression von proliferationsbeteiligten Genen zuriickzufiih-
ren sein, so dass die Zelle die DNA gar nicht mehr reparieren kann, sondern direkt in die Apoptose
geschickt wird.

Fiir PNCs ist beziiglich der Zellzyklusverteilung bisher nichts bekannt. Die bisherigen Ergebnis-
se deuten aber vermutlich auf einen Zellzyklusarrest hin, der mit Cisplatin vergleichbar ist. In
Abbildung 5.22 sind die Genexpressionsprofile von zellzyklus- und proliferationsbeteiligten Genen
dargestellt. Im Netzdiagramm ist deutlich zu erkennen, dass PN149 die gleichen Gene beeinflusst
wie Cisplatin und Carboplatin. Der Grad der Verédnderung entspricht dieses Mal eher dem von
Carboplatin. Carboplatin und PN149 fiihrten, im Vergleich zu Cisplatin und Oxaliplatin, zu einer
eher geringen Erhohung des p53 Proteinlevels. Dennoch verdndern beide die Genexpression von

pH3-abhingigen Genen zu einem &hnlichen Niveau wie Cisplatin.
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Abbildung 5.22: Vergleich der Genexpressionsprofile von zellzyklus- und proliferationsbeteilig-
ten Genen in A498 Zellen nach Behandlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. A498
Zellen wurden fiir 1 h mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen platinbasierten Substanz inkubiert
und anschlieflend fiir 24 h weiter kultiviert. Zur Untersuchung der Genexpression wurde eine Hochdurchsatz
RT-qPCR durchgefithrt. Die behandelten Proben wurden zur Auswertung auf die unbehandelten Kontroll-
proben normiert und als log2 Werte berechnet. Im Netzdiagramm dargestellt sind die Mittelwerte der jeweils

hochsten Konzentration der Substanzen (50 nM Cisplatin/PN149, 500 pM Carboplatin, 150 pM Oxaliplatin)
aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.

Eines der besonders wichtigen p53-Targetgene ist CDKNIA. PN149 fiihrte ebenfalls zu einer er-
hohten Expression des Gens. Ebenso wurde die Genexpression von PLK3 und PPM1D, beides
p53-abhéngige Gene, verdndert. Das Genexpressionsprofil von zellzyklus- und proliferationsbetei-
ligten Genen nach Behandlung von A498 Zellen mit PN149 deutet auf einen Zellzyklusarrest hin.
Dieser konnte vergleichbar mit Cisplatin bzw. Carboplatin sein. Nachfolgend wurde deshalb die
Zellzyklusverteilung mittels DAPI-Fluoreszenzfarbung am Durchflusszytometer bestimmt. Die Er-
gebnisse der Untersuchungen sind in Abbildung 5.23 dargestellt.

Nach einer einstiindigen Inkubation von 50 pM PN149 in A498 Zellen zeigte sich nach einer 24 h
Nachinkubationszeit, wie bereits fiir Cisplatin und Carboplatin, ein S-Phasenblock, wobei dieser im
Verhéltnis zu Cisplatin und auch Carboplatin weniger ausgepréigt war. Ab einer Nachinkubations-
zeit von 48 h war ein deutlicher Go/M-Arrest erkennbar. Dieser nahm bis 96 h Nachinkubationszeit
wieder etwas ab, wobei der Anteil an Zellen, der sich in der subGi-Phase befand, zunahm. Die
Zellzylkusverteilung in A498 Zellen nach Behandlung mit PN149 ist folglich vergleichbar mit der
von Cisplatin und Carboplatin. Alle drei Substanzen fiihren nach 24 h Nachinkubation zu einem
S-Phasenblock, der nach 48 h in einen Go/M-Arrest tibergeht. Dieser Arrest wird vermutlich iiber

eine Aktivierung von p21 durch p53 hervorgerufen.

Kalimutho und Kollegen stellten weitere Untersuchungen zur Wirkung von Oxaliplatin und Satra-
platin in HCT116 Zellen an. Sie untersuchten die Zellzyklusverteilung nach einer Inkubation mit
jeweils 10 pM der Substanzen fiir 48 und 72 h. Oxaliplatin zeigte, vergleichbar mit den in dieser
Arbeit generierten Daten in den A498 Zellen, kaum Verdnderungen in der Zellzyklusverteilung,
wohingegen Satraplatin einen Gg/M-Arrest nach 48 h induzierte, der bis 72 h anhielt (Kalimutho
et al., 2011). Als Platin(IV)-Derivat, das eine dhnliche Struktur wie PN149 aufweist, zeigt Satra-

platin folglich ebenfalls einen dhnlichen Mechanismus im Bezug auf den Zellzyklus wie Cisplatin
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Abbildung 5.23: Zellzyklusverteilung von A498 Zellen nach Behandlung mit PIN149. A498 Zellen
wurden fiir 1 h mit 50 pM PN149 behandelt und im Anschluss fiir 24, 48, 72 und 96 h weiter kultiviert. Zur
Messung der Zellzyklusverteilung wurden die Proben mit DAPI (4’,6’-Diamidin-2-phenylindol) angefarbt
und am Durchflusszytometer gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhédngigen Versuchen +
Standardabweichung.

und Carboplatin. Die Struktur von Oxaliplatin scheint hingegen dazu zu fithren, dass sich der Me-
chanismus von Oxaliplatin deutlich von dem anderer platinbasierter Substanzen unterscheidet.

Nach Behandlung von RT112 Zellen mit Cisplatin bzw. PN149 zeigte sich auf Genexpressionsebene
eine erhohte Exprimierung fir CDKN1A, PLKS3 sowie PPM1D (siehe Anhang). Folglich wurden
die gleichen Gene, wie nach Behandlung von A498 Zellen mit den beiden Substanzen vermehrt
exprimiert. Jedoch war die Verdnderung nicht so deutlich wie in A498 Zellen. Nichtsdestotrotz re-
sultierten daraus dhnliche Verdnderungen in der Zellzyklusverteilung wie fiir die A498 Zellen. Beide
Substanzen induzierten nach 24 h einen S-Phasenarrest, der nach 48 h in einen Gy /M-Arrest iiber-
ging (siehe Anhang). Wie zuvor schon diskutiert, konnen beide Substanzen offensichtlich auch ohne

funktionsfahiges p53 ihren Wirkmechanismus ausfithren.

5.2.6 Oxidative Stress- und Inflammationsantwort

In Kapitel 5.1.6 wurde bereits diskutiert, dass Chemotherapeutika zur Bildung von ROS fiihren
kénnen. Im Falle von platinbasierten Chemotherapeutika scheinen diese zu den einzelnen Neben-
wirkungen der jeweiligen Substanz beizutragen. Um diesen Mechanismus u.a. zu verhindern, wurde
die Struktur von PN149 mit einem Aminonitroxylrest ausgestattet. Als Aminonitroxylrest enthélt
PN149 einen 2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-1-oxyl-Rest. Aminonitroxylreste bzw. zyklische Nitroxyl-
reste im Allgemeinen sollen eine antioxidative Figenschaft aufweisen, indem sie die Superoxiddis-
mutase nachahmen (Goldstein et al., 2003; Krishna et al., 1992).

Die Superoxiddismutase ist in der Zelle fiir den Abbau von Superoxid-Anionen-Radikalen (Og*")
verantwortlich. Durch eine Redoxreaktion koénnen Nitroxyl-Radikale (RNO*) ein Hydroxylamin
bzw. ein Oxoammonium-Kation (RNO™) bilden. Dieses Redoxpaar aus RNO* /RNO™ kann zum
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Abbau von Superoxid-Anionen-Radikal fithren. Weiterhin wurde gezeigt, dass Nitroxyl-Radikale
in der Lage sind, Fe?T zu Fe?* zu oxidieren. Durch diesen Vorgang kann die Fenton-Reaktion
unterbunden werden und folglich wird verhindert, dass toxisches Hydroxylradikal (OH*) entsteht
(Mitchell et al., 1990; Soule et al., 2007).

In einem zellfreien Assay aus bakterieller supercoiled DNA und der Formamidopyrimidin-DNA-
Glykosylase (Fpg) wurde die Bildung von oxidativen Schéden, induziert durch Cisplatin bzw. PN149,
in der Arbeitsgruppe untersucht. Fpg ist ein DNA-Reparaturprotein, das u.a. oxidative Basensché-
den erkennt und sie herausschneidet, wodurch Strangbriiche entstehen (Boiteux et al., 1989). Es
zeigte sich, dass Cisplatin in diesem Assay konzentrationsabhéngig vermehrt zu Fpg-Stellen fiihrte,
PN149 jedoch nicht (Cetraz et al., 2017). Demnach scheint PN149 nicht zu oxidativen Schéden zu

fuhren.

Mit Hilfe der Genexpressionsanalyse wurde die Expression verschiedener Gene untersucht, die in
die oxidative Stressantwort involviert sind. A498 Zellen wurden eine Stunde mit der jeweiligen Sub-
stanz inkubiert und nach 24 h eine Genexpressionsanalyse mit Hilfe der Hochdurchsatz RT-qPCR
durchgefithrt. Das Genexpressionsprofil von PN149 dhnelt dabei dem von Cisplatin (Abbildung
5.24). Relevante Verdnderungen zeigten sich fiir die Gene FTHI und GPX2.

Im Gegensatz zu A498 Zellen zeigten sich in RT112 Zellen fiir Cisplatin keine Verédnderungen der
Expression oxidativer Stressgene. PN149 fiihrte in RT112 Zellen bei einer Konzentration von 50 pM

zu einer vermehrten Expression verschiedener Gene (siehe Anhang).

In Kapitel 5.1.6 konnte anhand der Genexpression keine konkrete Schlussfolgerung im Bezug auf
oxidativen Stress, induziert durch platinbasierte Substanzen, gezogen werden. Gleiches gilt ebenfalls
fir PN149.

CAT CAT CAT
TXNRD1 250 FTH1 TXNRD1 250 FTH1 TXNRD1 250 FTH1
TXN 1,50 G6PD TXN 1,50 G6PD TXN 1,50 G6PD
0,50 0,50 0,50
TFRC (/L GCLC TFRC GCLC TFRC GCLC
'I 0 0
soD2 0 ! GPX1 soD2 GPX1 SoD2 GPX1
sop1 “L’ GPX2 sop1 GPX2 soD1 GPX2
SEPP1 GSR SEPP1 GSR SEPP1 GSR
PRDX1 HMOX1 PRDX1 HMOX1 PRDX1 HMOX1
HSPA1A HSPA1A HSPA1A
mCDDP mPN149 Carboplatin  mPN149 Oxaliplatin - mPN149

Abbildung 5.24: Vergleich der Genexpressionsprofile (oxidativer) Stressantwortgene in A498
nach Behandlung von Cisplatin, Carboplatin, Oxaliplatin bzw. PN149. Zur Bestimmung der Gene-
expression wurden A498 Zellen fiir 1 h mit der jeweiligen Substanz mit jeweils verschiedenen Konzentrationen
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir weitere 24 h kultiviert. Darauffolgend wurde die Genexpression
mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. Dargestellt sind jeweils die héchsten Konzentrationen der platin-
basierten Substanzen (50 pM Cisplatin/PN149, 500 M Carboplatin, 150 nM Oxaliplatin). Zur Auswertung
wurden die behandelten Proben auf die unebandelten Kontrollproben normiert und die log2 Mittelwerte aus
mindestens drei unabhédngigen Experimenten berechnet.
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Um das antioxidative Potential von PN149 feststellen zu kénnen, wiirde sich vermutlich ein funk-
tioneller Assay, der die direkte Bildung von ROS misst, besser eignen. Mit Hilfe des Farbstoffes
CellROX® Green wurde dies auch versucht, wobei hier weder fiir Cisplatin noch fiir PN149 ein
positives Signal festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Weitere Farbstoffe zur Messung
von ROS stellen DCF (Dichlorofluorescein) und DHE (Dihydroethidium) dar. In Untersuchungen
in diesem Labor wurde jedoch festgestellt, dass beide Farbstoffe durch zu viele Umweltfaktoren
beeinflusst werden konnen, weshalb eine Messung mit diesen Farbstoffen abgelehnt wurde.

Auf dem gleichen Prinzip wie die Messung der DNA-Strangbriiche in supercoiled Bakterien-DNA
beruht die Messung von Strangbriichen mittels alkaline unwinding mit Fpg. Auch hiermit lassen
sich oxidative Basenschédden untersuchen. Aufgrund von technischen Problemen ergab diese Bestim-
mung jedoch auch kein Ergebnis. Die Messung von oxidativem Stress bzw. der Bildung von ROS
stellt sich als grofie Herausforderung dar.

Bisher gibt es keine zu 100 % verlassliche Methode, weshalb hier weiterer Forschungsbedarf besteht,
um konkretere Aussagen {iber die Induktion von oxidativem Stress von platinbasierten Substanzen
treffen zu konnen. Dementsprechend lasst sich anhand der bisherigen Daten keine Aussage dariiber

treffen, ob PN149 im Vergleich zu Cisplatin nicht zur Induktion von oxidativem Stress fiihrt.

IL-8

Genexpression (log2)
N

Oii w%nﬁmm B 8B B 1 & ®

50 uM |1oo pM|200 uM|3OO pM|4OO uM|500 UM | 20 uM | 50 uM |1oo pM|150 uM| 10 uM | 20 uM |5o uM

Oxaliplatin PN149

10pM|20pM|50uM
cDDP

Carboplatin

Abbildung 5.25: Genexpression von IL-8 in A498 Zellen nach Behandlung der jeweiligen pla-
tinbasierten Substanz. Zum Vergleich wurden die Daten von PN149 im Diagramm mit den Daten aus
Abbildung 5.12 dargestellt. A498 Zellen wurden fiir 1 h mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen
platinbasierten Substanz inkubiert und fiir weitere 24 h kultiviert. Darauffolgend wurde die Genexpression
mittels Hochdurchsatz RT-qPCR ermittelt. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die unbe-
handelten Kontrollproben normiert und als log2 Werte berechnet. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus
mindestens drei unabhéngigen Versuchen + Standardabweichung.

In Kapitel 5.1.6 wurde erwéhnt, dass neben oxidativem Stress auflerdem Inflammationsprozesse eine

Rolle in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitét spielen. Beziiglich Inflammation und PN149 gibt
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es bisher noch keine Daten. Studien zeigten jedoch, dass Nitroxyl-Radikale zu einer Linderung in
inflammatorischen Krankheiten fithren kénnen (Soule et al., 2007). Flores-Santana und Kollegen un-
tersuchten die anti-inflammatorischen Eigenschaften von Nitroxyl-Derivaten von non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAID) in A549 Zellen. Dabei stellten sie fest, dass die anti-inflammatorische
Wirkung von NSAID durch den zusétzlichen Nitroxyl-Rest erhoht wurde (Flores-Santana et al.,
2012). Die potentielle anti-inflammatorische Wrikung kénnte sich natiirlich aber auch auf die anti-
oxidative Eigenschaften zuriickfithren lassen, da ROS inflammatorische Prozesse auslésen kénnen
(Soule et al., 2007).

Mittels Genexpressionsanalyse wurde die verdnderte Genexpression des Inflammationsmarkers IL-8
gemessen. Nach einstiindiger Inkubation mit der jeweiligen Substanz und weiteren 24 h Kultivierung
wurde die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. In Abbildung 5.25 ist die
Genexpression von PN149 im Vergleich zu den klinisch angewandten Substanzen dargestellt. Es
ldsst sich deutlich erkennen, dass PN149 zu kaum einer Verdnderung in der Genexpression von
1L-8 fithrt. Selbst die hochste Konzentration von 50 pM liegt noch deutlich unter dem relevanten
Bereich. Demnach wére es moglich, dass PN149 nicht zu Entziindungsprozessen fithrt. Allerdings
spielen neben IL-8 noch weitere Gene eine Rolle in der Inflammationsantwort, weshalb hier noch

weitere Untersuchungen weiterer Inflammationsmarker von No6ten sind.

5.2.7 Induktion des Zelltods

Ultimatives Ziel eines Chemotherapeutikum ist der Zelltod. In Kapitel 5.1.7 wurde erlédutert, dass
eine Induktion des Zelltods durch ein Chemotherapeutikum {iber die Apoptose von Vorteil ist. Un-
tersuchungen hierzu mit den klinisch angewandten platinbasierten Substanzen zeigten, dass alle
drei Substanzen den Zelltod in A498 Zellen iiber die Apoptose einleiten. Auch hierzu ist fiir PN149
bisher nichts bekannt.

Abbildung 5.26 zeigt die Genexpressionsprofile von pro- und antiapoptotischen Genen in A498
Zellen nach Behandlung mit der jeweiligen Substanz fiir 1 h und weiteren 24 h Nachinkubations-
zeit. Alle vier Substanzen zeigten hier relativ dhnliche Profile, wobei die Verdnderungen der Gene
unterschiedlich stark ausgeprigt waren. Auch PN149 fithrte zu einer vermehrten Expression von
p53-abhéngigen Genen wie BBCS und PMAIPI1. Die Genexpression von PN149 deutet folglich
ebenfalls auf die Induktion der Apoptose hin. Deshalb wurde auch hier auf funktioneller Ebene die
Induktion der Apoptose untersucht.

Durch Anfiarben der Zellen mit Annexin V-FITC und PI wurde durchflusszytometrisch zwischen
apoptotischen sowie nekrotischen und spéat-apoptotischen Zellen unterschieden. Nach einstiindiger
Inkubation von 50 pM PN149 wurde der Anteil an apoptotischen bzw. nekrotischen und spét-
apoptotischen Zellen nach 24, 48, 72 und 96 h untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 5.27
dargestellt. Ein erster deutlicher Anstieg des Anteils an apoptotischen Zellen wurde nach 48 h

erfasst. Dabei nahm auflerdem der Anteil an nekrotischen und spét-apoptotischen Zellen zu. Der
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Abbildung 5.26: Vergleich der Genexpressionsprofile von Apoptosegenen in A498 Zellen nach
jeweiliger Behandlung mit der platinbasierter Substanz. Zur Bestimmung der Genexpression von
pro- und antiapoptotischen Genen wurden A498 Zellen fiir 1 h mit der jeweiligen platinbasierten Substanz in
verschiedenen Konzentrationen inkubiert und fiir weitere 24 h kultiviert. Im Anschluss wurde die Genexpres-
sion mittels Hochdurchsatz RT-qPCR ermittelt. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die
unbehandelten Kontrollproben normiert und die log2 Mittelwerte berechnet. Im Netzdiagramm sind jeweils
nur die log2 Mittelwerte aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen der hochsten Konzentrationen der
jeweiligen Substanz (50 pM Cisplatin/PN149, 500 pM Carboplatin, 150 pM Oxaliplatin) dargestellt.

Anteil an apoptotischen Zellen nahm weiter bis 72 h zu. Nach 96 h nahm dieser wieder leicht ab,
wobei der Anteil an nekrotischen und spéat-apoptischen sowie der lebenden Zellen leicht zunahm.
Die Untersuchungen sind demnach vergleichbar mit denen von Cisplatin, wobei der nekrotische und

spat-apoptische Anteil nach 96 h fiir PN149 weniger hoch ist.

In RT112 Zellen wurde ebenfalls die Genexpression pro- und antiapoptotischer Gene nach Inku-
bation mit Cisplatin und PN149 ermittelt, sowie die Apoptose durchflusszytometrisch bestimmt
(siehe Anhang). Auf Genexpressionsebene zeigte sich ein dhnliches Bild fiir beide Substanzen wie
in den A498 Zellen. Die Verdnderungen der Gene waren jedoch nicht so stark ausgepréigt wie in
A498 Zellen. Beztliglich der durchflusszytometrischen Bestimmung zeigte sich ein Unterschied beider
Substanzen im Vergleich zu A498 Zellen nach 96 h. Hier lag der Anteil an nekrotischen und spét-
apoptotischen Zellen deutlicher héher als in den A498 Zellen. Mechanistisch zeigte sich dennoch
kein Unterschied zwischen Cisplatin und PN149.

Die Apoptose lisst sich in zwei Wege einteilen, den intrinsischen und den extrinsischen. Wie bereits
in Kapitel 5.1.7 erldutert, kénnen platinbasierte Substanzen beide Wege induzieren. Ob ein Weg
bevorzugt ablauft, scheint zelltypabhingig zu sein. Da bisher nichts iiber die PN149 induzierte
Apoptose bekannt ist, wurde ein Caspase-Assay zur Differenzierung zwischen intrinsischem und
extrinsischem Apopotoseweg durchgefiihrt. Die Untersuchungen hierzu wurden im Rahmen der
Masterarbeit von Alessia Bachert durchgefiihrt.

Mit Hilfe eines Kits von Promega wurde die relative Caspaseaktivitit mittels Chemilumineszenz
nachgewiesen. Hierbei wird sich die spezifische Enzymaktivitidt der Caspasen zu Nutzen gemacht.
Zum Einsatz kommen Molekiile, die bestimmte Aminosdurensequenzen aufweisen, die nur von der
jeweiligen Caspase gespalten werden kann. Das entstandene Molekiil lasst sich in Gegenwart von

Mg?*, Oz, ATP und dem Enzym Luciferase zu einem angeregten Molekiil umwandeln, dessen
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Abbildung 5.27: Durchflusszytometrische Untersuchung der Induktion der Apoptose in A498
Zellen nach Behandlung mit PN149. A498 Zellen wurden fiir 1 h mit 50 ntM PN149 behandelt und
fiir 24, 48, 72 und 96 h weiter kultiviert. Im Anschluss wurden die Proben zur Differenzierung zwischen
apoptotischen und nekrotischen + spét-apoptotischen Zellen mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid (PI)
respektive angefdarbt. Die angefarbten Proben wurde am Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten 4+ Standardabweichung.

Chemilumineszenz sich messen lasst. Zur Bestimmung der relativen Caspaseaktivitdt wurden A498
Zellen fiir 1 h mit 50 pM Cisplatin bzw. PN149 behandelt und fiir 24, 48 und 72 h weiter kultiviert.
Das Ergebnis ist in Abbildung 5.28 dargestellt. Caspase 8 steht dabei fiir den extrinischen und
Caspase 9 fiir den intrinsischen Apoptoseweg.

Beide Substanzen zeigten eine vergleichbare konzentrationsabhéngige Zunahme der Aktivitdt von
sowohl Caspase 8 als auch Caspase 9. Die Aktivitdt beider Caspasen erhohte sich dabei um ein
dhnliches Niveau. Folglich fithren sowohl Cisplatin als auch PN149 in A498 Zellen zur Induktion

der Apoptose iiber den intrinsischen und den extrinsischen Weg.

Caspase 8 Caspase 9
= 6 = 6 -
Sz Sz
2= 5 2= 5
€50 €50
5E , 5E ,
22 I o24h 82 | 024 h
g3 31 m48 h 88 3 m48h
o o
e S 2 E72h e S 2 | B72h
= © = O
Cha %
sz 1 sz 1
N | | = L L[EN
0 T T 0 T T
Kontrolle CcDDP PN149 Kontrolle CDDP PN149

Abbildung 5.28: Untersuchung der Caspase 8- und Caspase 9-Aktivitidt in A498 Zellen nach
Behandlung mit Cisplatin und PN149. Zur Bestimmung der Caspaseaktivitdt wurden A498 Zellen fiir
1 h mit 50 pM Cisplatin bzw. PN149 inkubiert. Nach weiterer Kultivierung von 24, 48 und 72 h wurde die
relative Caspaseaktivitdt durch Chemilumineszenzmessung bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhéngigen Untersuchungen + Standardabweichung.
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Die Untersuchungen von PN149 offenbarten zusammenfassend, dass die Substanz einen &hnlichen
Wirkmechanismus wie Cisplatin und Carboplatin aufweist. Obwohl die Substanz zu einer deutlich
hoheren Aufnahme sowie Platinierung in der Zelle fiihrte, war die zelluldre Antwort auf einem
dhnlichen Niveau wie Cisplatin bzw. Carboplatin. Erstaunlicherweise verhéalt sich der Amminoni-
troxylrest unterschiedlich zum DACH-Liganden von Oxaliplatin. Obwohl beide Strukturen eher

sperrig sind, unterschieden sie sich in der zelluldren Antwort.

5.3 Einfluss von platinbasierten Chemotherapeutika auf Nieren-

normalzellen

Cisplatin, als Pionier der platinbasierten Chemotherapie, ist auch heute noch 40 Jahre nach seiner
Zulassung eines der am héufigsten eingesetzten Chemotherapeutika weltweit. So effektiv es auch in
der Tumorbehandlung ist, ist die Behandlung mit Cisplatin mit starken Nebenwirkungen behaftet.
Neben den iiblichen Nebenwirkungen von Chemotherapeutika, wie Ubelkeit und Erbrechen, stellt
vor allem die Nephrotoxizitit ein grofles Problem dar. Sie ist der dosislimitierende Faktor in der
Cisplatin-Tumortherapie. Etwa 1/3 aller Patienten leiden wenige Tage nach der Behandlung mit
Cisplatin unter Nephrotoxizitat (Pabla et al., 2008). Renale Schéden treten dabei vor allem im
S3-Segment des proximalen Tubulus auf (Sahni et al., 2009).

Die Niere stellt das Hauptausscheindungsorgan von Cisplatin dar. Resultat hiervon ist eine in etwa
5x héhere Akkumulation von Cisplatin in Zellen des proximalen Tubulus als im Blutplasma. Inner-
halb der Niere befindet sich dann der Hauptanteil von Cisplatin im S3-Segment (Yao et al., 2007).
Das klinische Bild von Cisplatin-induzierten akuten Nierenschédden (AKI), auch bekannt als akutes
Nierenversagen, geht einher mit einer erniedrigten glomeruldren Filtrationsrate (GFR), einem er-
hohten Serum Kreatininspiegel sowie erniedrigten Serum Magnesium- und Natriumspiegeln (Pabla
et al., 2008). Viele Patienten, die wihrend der Tumorbehandlung mit Cisplatin Nierenschidden er-
leiden, leiden auch noch nach der Behandlung unter Folgeschdden, z.B. einer erniedrigten GFR,
welche nie vollstandig zuriickgehen (Barabas et al., 2008; Pabla et al., 2008).

Der zugrundeliegende Wirkmechanismus ist bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart. Verschie-
dene Mechanismen, die auch in der antineoplastischen Wirkung eine Rolle spielen, sind fiir die
nephrotoxische Wirkung von Bedeutung. Zum einen spielt natiirlich die hohe Akkumulation eine
Rolle, daneben auflerdem oxidativer Stress, Inflammationsprozesse, DNA-Schiden, die Induktion
von pb3 und der Apoptose sowie die Bildung eines Nephrotoxins durch die Bindung von Cisplatin
an Glutathion (GSH) (Manohar und Leung, 2018). Aufgrund dieser schwerwiegenden Folgen wur-
de und wird bis heute nach Strategien geforscht, um die Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitit zu
verhindern. Heute wird Cisplatin in Kombination mit einer exzessiven Hydration gegeben (Launay-
Vacher et al., 2008). Auch die Entwicklung von Carboplatin und Oxaliplatin sollte zur Verbesserung
fihren. Beide Substanzen weisen in ihren Nebenwirkungen auch tatsédchlich keine Nephrotoxizitéit

auf, dafiir aber andere toxische Nebenwirkungen. Um den genauen Mechanismus weiter aufzukléren,
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wurde in dieser Arbeit die Wirkung von Cisplatin, Carboplatin, Oxaliplatin sowie PN149 in ciPT-
EC Zellen untersucht und verglichen. Carboplatin und Oxaliplatin sollten sich dabei von Cisplatin

unterscheiden. Fir PN149 wird ebenfalls postuliert, dass es weniger nephrotoxisch sein soll.

5.3.1 Auswahl des in vitro Modells zur Untersuchung von Nephrotoxizitit

Obwohl die nephrotoxische Wirkung von Cisplatin schon seit Jahrzehnten bekannt ist, wurde der
Wirkmechanismus bis heute nicht vollstdndig aufgeklart. Ein Problem stellen hierbei u.a. die zur
Verfiigung stehenden in vivo und in vitro Modelle dar. In vivo Studien sind oft aufgrund von deut-
lichen Interspeziesvariationen beziiglich der Niere unzuverlassig. Fiir in vitro Versuche stellt sich
die Frage nach dem richtigen Zellkulturmodell. Aufgrund dieser Unzuverlésslichkeit scheitern viele
Medikamente erst in der klinischen Phase, da die Nephrotoxizitéit sich in besagten Modellen nicht
bemerkbar machte (Jang et al., 2013).

Um die Unzuverléssigkeit von in vivo Studien zu umgehen, ist die Auswahl des richtigen in vi-
tro Modells essentiell. Von Studien mit aus Tieren gewonnen Nierenzellen sollte zur Vorhersage
des nephrotoxischen Potentials abgeraten werden. Eine speziesabhéngige unterschiedliche Expri-
mierung verschiedener Transporter spielt hier eine wichtige Rolle, da Transportvorgénge in der
Niere entscheidend sein koénnen (Tiong et al., 2014). Renale Primaérzellen, aus dem menschlichen
Nierengewebe isoliert, spiegeln den natiirlichen Status in vivo am besten wieder. Ein grofles Manko
stellt aber die begrenzte Verfiigbarkeit der Zellen dar. Primérzellen teilen sich normalerweise nicht
mehr und es wird ein Spender benétigt, weshalb nur sehr wenig Probenmaterial zur Verfiigung steht
(Sanchez-Romero et al., 2016). Durch Zelllinien lasst sich dieses Problem umgehen. Eine relativ héu-
fig verwendete Zelllinie zur Untersuchung von Nephrotoxizitidt sind human embryonic kidney 293
(HEK293) Zellen. Uber die Jahre hat sich allerdings heraus gestellt, dass HEK293 wahrscheinlich

nicht renale Epithelzellen sind, weshalb von einem Gebrauch abgeraten wird (Tiong et al., 2014).

Wilmer und Kollegen immortalisierten aus dem Urin gewonnene proximale Tubuluszellen eines ge-
sunden humanen Probanden. Mittels SV40T und hTERT Transfektion entwickelten sie die Zellinie
ciPTEC (conditionally immortalized prozimal epithelial tubule cells). Damit erreichten sie eine kon-
ditionelle Proliferation der Zellen bei 33 °C und eine anschlieBende Differenzierung zu proximalen
Tubuluszellen bei 37 °C (Wilmer et al., 2010). Eine Charakterisierung der Zelllinie beztiglich wich-
tiger Transporter offenbarte, dass die Zellen weiterhin wichtige Transporter exprimieren (Jansen
et al., 2014; Wilmer et al., 2010). CiPTEC Zellen werden fiir Untersuchungen stets als dichter
Monolayer ausgestreut. Innerhalb weniger Tage differenzieren sie wieder zu charakteristischen pro-
ximalen Tubuluszellen aus. So werden realistischere Bedingungen zur Untersuchung geschaffen.
Somit umgeht diese Zelllinie die bereits erwdhnten Probleme und eignet sich zur Untersuchung der

Nephrotoxizitdat von platinbasierten Substanzen.
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5.3.2 Zytotoxizitat von platinbasierten Chemotherapeutika in ciPTEC Zellen

Uber Jahre hinweg gab es und gibt es immer noch zahlreiche Erstrebungen, den dosislimitierenden
Faktor der Cisplatin-Tumortherapie zu beheben. Zwei Erstrebungen endeten mit der Zulassung
von Carboplatin und Oxaliplatin. In der Regel filhren beide Stoffe im Patienten nur zu wenigen
bis keinen Nierenschiéden (Sahni et al., 2009). Die Begriindung hierfiir liegt vermutlich, dhnlich wie
bei ihrer antineoplastischen Wirkung, bei ihrer unterschiedlichen Struktur. Detaillierte, vergleichen-
de Studien zum nephrotoxischen Potential der Substanzen in humanen Nierenzellen gibt es kaum.
Oftmals finden Versuche in vivo in Ratten oder Méusen statt oder in oben genannten Zelllinien.
Dadurch sind die Ergebnisse mit Vorsicht zu betrachten. Um so essentieller ist ein Vergleich der
Substanzen auf molekularer und funktioneller Ebene durchzufithren. Mit Hilfe der ciPTEC Zelllinie
wurde dies in der vorliegenden Arbeit ermoglicht.

Um das nephrotoxische Potential der Substanzen in ciPTEC Zellen zu untersuchen, wurden zu-
néchst Zytotoxizitatsstudien durchgefiihrt. Diese erfolgten anhand der Bestimmung der relativen
Zellzahl. Die Inkubationszeiten der platinbasierten Substanzen fiir die Studien in ciPTEC Zellen
wurden auf 24 h angepasst. Cisplatin weist eine 3-Phasenkinetik in seiner Exkretion auf (Schierl
et al., 1995). Die erste Halbwertszeit (t;/5,) betrigt 14 - 49 min. Darauf folgt eine zweite Halbe-
wertszeit (t1/95) von 0,7 - 4,6 h. Die letzte Halbwertszeit (t;/o,) betrégt 24 - 127 h (O’Dwyer et al.,
2000). Um in einem angemessen Rahmen zu agieren, wurden deshalb 24 h gewéhlt.

Nach 24 h Inkubationszeit wurden die Zellen fiir die Bestimmung der relativen Zellzahl noch fiir wei-
tere 48 h kultiviert und im Anschluss die Zellzahl bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.29
dargestellt. In Tabelle 5.3 sind aulerdem die berechneten 1Csy Werte der jeweiligen Substanz aufge-
listet. Die Bestimmung der relativen Zellzahl offenbarte, dass alle vier platinbasierten Substanzen
zytotoxisch in ciPTEC Zellen wirken. Die zytotoxische Stédrke unterschied sich jedoch untereinan-
der. Mit einem ICsy von 6 nM zeigte PN149 den starksten Effekt. Cisplatin, dessen nephrotoxisches
Potential bekannt ist, wies einen ICs9 Wert von 13 pM auf. Oxaliplatin und Carboplatin, die im
Patienten kein nephrotoxisches Potential aufweisen, wiesen einen 1Csy von 34 puM bzw. 122 nM
respektive auf. Folglich weisen alle vier Substanzen, im Vergleich zur RCC Bestimmung in A498
Zellen, einen niedrigeren 1C5¢9 Wert auf. Dies kdnnte jedoch auch auf die deutlich lingere Inku-
bationszeit zuriickzufithren sein. Dennoch zeigen alle Substanzen ein deutliches nephrotoxisches
Potential in ciPTEC Zellen. Vor allem das Potential von PN149 ist erstaunlich stark.

Aufgrund seiner Struktur wurde postuliert, dass es das Potential besitzt, ROS zu detoxifizieren.
Da die Induktion von ROS in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitdt eine Rolle spielen soll,
konnte dieser Mechanismus durch PN149 verhindert werden. Da PN149 aber deutlich zytotoxisch
in ciPTEC Zellen ist, scheint diese Struktureigenschaft obsolet zu sein. Welcher Mechanismus fiir

die zytotoxische Wirkung verantwortlich ist, wird im weiteren Verlauf der Arbeit untersucht.

Nieskens und Kollegen untersuchten die Zytotoxizitat von Cisplatin in ciPTEC Zellen mittels MTT
Test. Sie inkubierten die Zellen mit 8,7 - 222 uM Cisplatin fiir 24, 48 und 72 h. Bereits nach 24 h

konnten sie einen TCso Wert, welcher dquivalent dem ICsy ist, von 41 pM berechnen (Nieskens et al.,
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Abbildung 5.29: Relative Zellzahlbestimmung in ciPTEC Zellen nach Behandlung mit der je-
weiligen platinbasierten Substanz. CiPTEC Zellen wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen
der jeweiligen Substanz inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir weitere 48 h kultiviert und letztlich
die Zellzahl bestimmt. Die behandelten Proben wurden prozentual auf die unbehandelten Kontrollproben
normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei voneinander unabhingigen Versuchen + Standardabwei-
chung.

2018). Bisher gibt es keine Untersuchungen zur Zytotoxizitat von Carboplatin und Oxaliplatin in
ciPTEC Zellen. Im Zuge der Studien von Zhang und Kollegen iiber den Einfluss von OCTs auf pla-
tinbasierte Substanzen wurden Zytotoxizitatsstudien in MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) und
HEK?293 Zellen durchgefiihrt. Neben den transfizierten Zellen fiihrten sie auch eine MOCK trans-
fizierte Kontrolle mit. Diese wurde fiir 7 h mit Cisplatin, Carboplatin oder Oxaliplatin inkubiert
und nach 72 h wurde die Viabilitdt mittels MTT Test bestimmt. Dabei ergab sich in den MDCK
Zellen fiir Cisplatin ein IC59 Wert von 20 pM, fiir Carboplatin von 260 pM und Oxaliplatin 33 nM.
Die HEK293 Zellen waren im Vergleich dazu noch sensitiver mit einem ICs9g Wert von 2,9 pnM
fir Cisplatin, 110 pM fiir Carboplatin und 3 uM fiir Oxaliplatin (Zhang et al., 2006). Demnach
zeigen sich in diesen Zellen dhnliche Verhaltnisse zwischen den einzelnen Verbindungen wie bei den
hier generierten 1C5g Werten in ciPTEC Zellen. Platinbasierte Chemotherapeutika scheinen folglich
auch in anderen Nierenzelllinien ein nephrotoxisches Potential zu haben. Dieser Umstand wurde
dennoch nicht von Zhang und Kollegen diskutiert.

Fine vergleichende in vivo Studie in Ratten, welche mit den drei Substanzen behandelt wurden,
zeigte jedoch genau den Umstand, der in der Klinik beobachtet wird. Cisplatin induzierte Nieren-
schiaden, Carboplatin und Oxaliplatin nicht (Yokoo et al., 2007). Diese Diskrepanz zwischen in vivo
und 4n vitro unterstreicht noch einmal, wie schwierig es ist, das nephrotoxische Potential einer neu-
en Substanz praklinisch zu bestimmen. Der niedrige IC5¢9 Wert von PN149 muss demnach nicht zu
100 % die Situation in einem Patienten widerspiegeln. Auch Carboplatin und Oxaliplatin zeigten
ein relativ hohes nephrotoxisches Potential in ciPTEC Zellen, obwohl klinische Untersuchungen

zeigen, dass sie keine Nephrotoxizitat auslosen.
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Tabelle 5.3: Berechnete IC5;y Werte aus der Bestimmung der relativen Zellzahl von platinbasierten Chemo-
therapeutika in ciPTEC.

Platinbasierte Substanz ICj¢ [nM]

CDDP 13
PN149 6
Oxaliplatin 34
Carboplatin 122

5.3.3 Intrazellulire Aufnahme platinbasierter Chemotherapeutika in ciPTEC
Zellen

Ein viel diskutierter Punkt in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitét ist die vermehrte Akkumu-
lation von Cisplatin in der Niere. In Kapitel 5.3 wurde bereits erwahnt, dass die Akkumulation in
proximalen Tubuluszellen 5x hoher ist als im Blutplasma. Dies liegt zum einen daran, dass Cispla-
tin hauptséachlich tiber die Niere ausgeschieden wird, zum anderen generell an Transportsystemen
in der Niere (dos Santos et al., 2012). Transportsysteme, die vor allem in der Niere vorhanden
sind, sind Transporter der solute carrier family (SLC). Hierzu gehéren der OCT2 und der MATE1
(multidrug and toxin extrusion). Beide Transporter werden bevorzugt in der Niere exprimiert (Fi-
lipski et al., 2008; Meyer zu Schwabedissen et al., 2010; Pabla et al., 2008). Der OCT2 wird in
der basolateralen Membran der proximalen Tubuluszellen exprimiert, wohingegen der MATE1 auf
der apikalen Seite, d.h. der Biirstensaummembran, vorzufinden ist (Meyer zu Schwabedissen et al.,
2010; Nakamura et al., 2010). Folglich ist der OCT2 fiir die Aufnahme von organischen Kationen
in die Zelle und der MATE] fiir den Transport aus der Zelle verantwortlich.

Beide Transporter sollen eine entscheidende Rolle in der Akkumulation platinbasierter Chemothe-
rapeutika in der Niere spielen. Cisplatin und Oxaliplatin sollen dabei beide iiber den OCT2 aufge-
nommen werden, nicht aber Carboplatin (Yokoo et al., 2007; Yonezawa und Inui, 2011). Fiir den
Efflux zeigte sich, dass Oxaliplatin und Cisplatin beide iiber den MATE1 aus der Zelle transportiert
werden. Carboplatin stellt auch hier kein Substrat fiir den MATE1 dar. Oxaliplatin soll auflerdem
zusétzlich iiber den MATE2-K ausgeschleust werden (Nakamura et al., 2010; Yokoo et al., 2007;
Yonezawa et al., 2006). Diese zusétzliche Ausschleusung tiber den MATE2-K kénnte der Grund fiir
eine geringere Akkumulation und damit auch einer fehlenden Nephrotoxizitdt von Oxaliplatin im
Vergleich zu Cisplatin sein.

Um den Einfluss der Akkumulation von platinbasierten Substanzen auf die Nephrotoxizitéit zu un-
tersuchen, wurde die intrazellulire Akkumulation in ciPTEC Zellen gemessen. Ausdifferenzierte
ciPTEC Zellen wurden fiir 2 h mit je 50 uM Cisplatin, PN149 oder Oxaliplatin oder 300 ntM Car-
boplatin inkubiert und anschlieBend der Platingehalt an der GF-AAS gemessen. In Abbildung 5.30
sind die Ergebnisse der Messung dargestellt. Da PN149 eine deutlich hohere intrazelluldre Akku-
mulation aufwies, wurden die Ergebnisse von Cisplatin, Oxaliplatin und Carboplatin noch einmal

in einem weiteren Diagramm zur besseren Ubersicht dargestellt. Interessanterweise unterscheidet
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sich die Aufnahme der drei Substanzen nur marginal voneinander. Dagegen zeigte PN149 eine ca.
20-fach héhere Akkumulation. Der lipophile Charakter der Substanz fithrt demnach auch in norma-
lem Gewebe zu einer erhohten Aufnahme. Im Zuge der Masterarbeit von Sabine Gajewski wurde
weiterhin die intrazellulire Akkumulation von Cisplatin in der renalen Normalgewebsprobe NT3318
bestimmt (Daten nicht gezeigt). Auch hier zeigte sich fiir PN149 eine deutliche Akkumulation von
153 ng Pt/10° Zellen. Die Akkumulation von Cisplatin war in den NT3318 Zellen doppelt so hoch
wie in den ciPTEC Zellen.

Zu Beginn der Arbeiten mit den ciPTEC Zellen wurden auflerdem Aufnahmestudien in Penicil-
lin/Streptomycin (P/S) haltigem Medium durchgefithrt. Martijn Wilmer empfahl, die Zellen ohne
P/S zu kultivieren, da P/S ein Substrat fiir Transporter sein kann. Es zeigte sich, dass der Ein-
satz von P/S keinen Einfluss auf die Aufnhame von Oxaliplatin und PN149 hatte, jedoch konnten
Unterschiede in der Akkumulation von Cisplatin und Carboplatin festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Eine Immunoblotanalyse ergab, dass die Kultivierung von ciPTEC Zellen in P/S haltigem
Medium einen Einfluss auf den Ctrl hat. Dieser wurde dabei in P/S haltigem Medium vermehrt
exprimiert (Daten nicht gezeigt). Der Versuch wurde jedoch nur einmal durchgefiithrt und miusste,
um konkreter Aussagen zu treffen, noch wiederholt werden. Dennoch kénnte diese Untersuchung
einen Hinweis {iber die Aufnahme der Substanzen iiber den Ctrl geben. Demnach wiirden Oxalipla-
tin und PN149 nicht iiber den Ctrl aufgenommen werden, Cisplatin und Carboplatin aber schon.
Dies wiirde auch die Untersuchungen von Holzer et al. (2006) unterstiitzen, die keinen Einfluss des

Ctrl auf die Aufnahme von Oxaliplatin bei hohen Konzentrationen feststellen konnten.
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Abbildung 5.30: Intrazellulire Akkumulation der platinbasierten Chemotherapeutika in ciPT-
EC Zellen. Ausdifferenzierte ciPTEC Zellen wurden fiir 2 h mit jeweils 50 pM Cisplatin, PN149 oder
Oxaliplatin bzw. 300 pM Carboplatin inkubiert. Nach saurem Aufschluss wurde der Platingehalt mittels GF-
AAS bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen + Standardabweichung.

Yonezawa und Kollegen untersuchten u.a. in ihren Aufnahmestudien die intrazellulare Akkumulati-
on von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin in HEK293 Zellen. Sie inkubierten die Zellen fiir eine
Stunde mit jeweils 500 pM der jeweiligen Substanz. Cisplatin und Oxaliplatin wiesen dabei eine
vergleichbare intrazellulire Akkumulation auf. Carboplatin hingegen zeigte nur einen Bruchtteil
der Akkumulationen von Cisplatin und Oxaliplatin (Yonezawa et al., 2006). Bei gleicher Konzen-

tration der Substanzen konnte dies jedoch auch in A498 Zellen festgestellt werden. Erst bei einer
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deutlich hoheren Konzentrationen war die Akkumulation von Carboplatin mit der von Cisplatin
vergleichbar. Im einfachen Zellkulturmodell scheint also kein Unterschied in der Akkumulation der
Substanzen feststellbar zu sein. Yokoo und Kollegen untersuchten die Akkumulation von platinba-
sierten Substanzen in der Niere von Ratten. Sie konnten eine deutlich vermehrte Akkumulation
von Cisplatin im Vergleich zu Carboplatin und Oxaliplatin feststellen (Yokoo et al., 2007).

Auch hier offenbart sich wieder das Problem des Modells zur Untersuchung von Nephrotoxizitét.
Fin einfaches Zellkulturmodell spiegelt die Situation in der Niere nicht adequat wieder. Welchen
Einfluss das Zellkulturmodell auf die Aufnahme von platinbasierten Substanzen hat, konnten Lud-
wig und Kollegen anhand eines Transwellsystems veranschaulichen. Sie kultivierten den C7 Klon
der MDCK Zelllinie auf einer Membran in einem Transwellsystem (Ludwig et al., 2004). Dieses
System erlaubt die Trennung in eine basolaterale und eine apikale Seite. Diese Kultivierungsform
erlaubt den Zellen dann, einen polarisierten dichten Monolayer auszubilden. Hierdurch werden
realistischere Bedingungen erhalten, die den eigentlichen Verhéltnissen im Koérper sehr viel naher
kommen (Sénchez-Romero et al., 2016). Ludwig und Kollegen untersuchten in ihrem System den
Einfluss der Applikation von platinbasierten Substanzen (Cisplatin, Carboplatin, Oxaliplatin) auf
der basolateralen bzw. apikalen Seite. Dabei zeigte sich, dass eine Applikation auf der basolatera-
len Seite zu einer stédrkeren Toxizitat der platinbasierten Substanzen fiihrte als auf der apikalen
(Ludwig et al., 2004).

In der Masterarbeit von Sirin Yesil wurde die intrazellulare Akkumulation von Cisplatin in A498
und ciPTEC Zellen untersucht. Beide Zelllinien wurden jeweils im einfachen Zellkulturmodell sowie
in einem Transwellsystem kultiviert. In beiden System wurde dann die Akkumulation von Cispla-
tin gemessen. Dabei zeigte sich eine sehr viel geringere Akkumulation im Transwellsystem (siehe
Anhang).

Diese Ergebnisse unterstreichen noch einmal, welchen Einfluss das Modellsystem bei Transportstu-

dien in Nierenzellen und generellen Untersuchungen zur Nephrotoxizitat hat.

Da neben der Akkumulation von Cisplatin in der Niere weitere Faktoren eine Rolle in der Cisplatin-
induzierten Nephrotoxizitdt spielen konnen, wurden im weiteren Genexpressionsanalysen zu ver-

schiedenen Signalwegen durchgefiihrt.

5.3.4 Einfluss von platinbasierten Chemotherapeutika auf Transkriptionsfakto-
ren in ciPTEC Zellen

Nur alleine durch eine vermehrte Akkumulation fithrt Cisplatin nicht zu Nephrotoxizitit. Innerhalb
der Zelle miissen verschiedene Vorgénge stattfinden, damit Nierenschidden tiberhaupt entstehen kon-
nen. Es scheint, dass dieser Vorgang der antineoplastischen Wirkung von Cisplatin sehr &hnlich ist.
Letztlich induziert Cisplatin verschiedene Signaltransduktionswege, die zum Zelltod fithren (Pabla
et al., 2008). Signalwege, die dabei von Bedeutung sein sollen, sind u.a. die MAPK- (mitogen-
activated protein kinase) sowie die pb3-Signalkaskade (Sahni et al., 2009). Um einen genaueren

Einblick iiber die involvierten Signalwege zu erhalten, wurden, gleichermafien zur antineoplasti-
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schen Wirkung, Genexpressionsprofile verschiedener Signalwege in ciPTEC Zellen erstellt. Eine
umfassende Studie iber die Wirkung von platinbasierten Substanzen in Nierenzellen gibt es bisher
nur in renalen Tubuluszellen der Ratte (Kriiger et al., 2015), nicht aber in humanen Zellen. Uber
die Wirkung von PN149 ist des Weiteren bisher noch nichts bekannt.

In Abbildung 5.31 ist die Genexpression verschiedener Transkriptionsfaktoren nach einer 24 h In-
kubation mit den platinbasierten Substanzen in ciPTEC Zellen dargestellt. Fiir Cisplatin lasst sich
erkennen, dass ab einer Konzentration von 50 ptM die Genexpression mehrerer Gene herunterregu-
liert wurde. Dies war ebenfalls in den weiteren Genexpressionsprofilen zu erkennen. Folglich deutet
dies auf das Absterben der Zellen ab dieser Konzentration hin. Eine visuelle Betrachtung der Zellen
unter dem Lichtmikroskop konnte dies bestétigen. Dieses Phénomen war gleichermafien bei PN149
ab einer Konzentration von 20 pM und bei Oxaliplatin ab einer Konzentration von 150 nM zu er-
kennen. Fiir Carboplatin war eine allgemeine verminderte Expression verschiedener Gene bei keiner
Konzentration zu erkennen. Eine lichtmikroskopische Betrachtung der Zellen offenbarte nach der

24 h Inkubation mit Carboplatin auch keine deutlichen Verédnderungen der Zellen.

Bei Betrachtung der Genexpressionsprofile lasst sich vor allem erkennen, dass die Gene BTRC und
MAP3K5 (ASK1) eine verminderte Expression bei allen vier Substanzen aufwiesen. BTRC (beta-
transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase) codiert fir eine E3 Ubiquitin Ligase, die
u.a. fiir den Abbau von IxkBa und p-Catenin, welches eine wichtige Rolle im Wnt-Signalweg spielt,
verantwortlich ist (Wolter et al., 2003). Weiterhin soll das Protein auflerdem an der Zellzykluskon-
trolle beteiligt sein (Nakayama und Nakayama, 2006). Eine verminderte Expression sollte folglich
einen Einfluss auf den NF-kB Signalweg haben. Fiir PN149 ging die verminderte Expression von
BTRC einher mit einer verminderten Expression von NFKBIA. Bei Cisplatin und Oxaliplatin war
hingegen eine vermehrte Expression von NFKB2 zu detektieren.

MAP3KS5 oder auch ASK1 (apoptosis signal-requlating kinase) gehort zu den sogenannte MAP Ki-
nasen, welche an verschiedenen Stressantwortwegen, wie der Induktion des Zelltods, beteiligt sind
(Matsukawa et al., 2004). MAP3K5 (ASK1) aktiviert downstream dann den JNK und p38 Signalweg
(Matsukawa et al., 2004; Tobiume et al., 2001). Diese Aktivierung fithrt weiter zur Phosphorylie-
rung und damit zur Inaktivierung des antiapoptotischen Proteins BCL2. Dadurch tragt MAP3K5
(ASK1) zur Induktion des intrinsischen Apoptosewegs bei (Yamamoto et al., 1999). JUN, das eben-
falls am JNK Signalweg beteiligt ist, zeigte in der Genexpression fiir alle Substanzen eine erhéhte
Expression. Beide Gene stehen sich demnach im Widerspruch gegeniiber. Die genauen Auswirkun-
gen der verminderten Expression von BTRC und MAP3K5 (ASK1) lassen sich demnach anhand
der Genexpressionsdaten nicht ausmachen.

Ein weiteres Gen, das eine vermehrte Expression aufwies, war KEAPI. KEAP1 (kelch like ECH
associated protein 1) codiert fiir das gleichnamige Protein, welches am KEAP1-Nrf2-ARE Signal-
weg beteiligt ist. Dieser stellt einen wichtigen Signalweg zum Schutz der Zelle vor (oxidativem)
Stress dar (Kensler et al., 2007). Unter normalen Bedingungen bindet KEAP1 an Nrf2 (nuclear

factor erythroid 2-related factor 2) und fiihrt so zu seinem stetigen Abbau. Durch zelluldren Stress
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Abbildung 5.31: Genexpressionsprofile verschiedener Transkriptionsfaktoren in ciPTEC Zellen
nach Behandlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. Ausdifferenzierte ciPTEC Zellen
wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen platinbasierten Substanz behandelt. Nach
24 h wurde die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. Zur Auswertung wurden die
behandelten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte
aus drei unabhéngigen Versuchen.

kommt es zu Modifikationen von KEAP1. Infolgedessen wird Nrf2 in den Zellkern translokalisiert
und bindet dort an das antiozidative response element (ARE). Dies fithrt wiederum zu einer Ak-
tivierung der Genexpression antioxidativer Gene (Kaspar et al., 2009). Eine vermehrte Expression
von KEAP] spricht folglich fiir eine Induktion von oxidativem Stress. Wilmes und Kollegen fiihr-
ten ebenfalls Studien zu Signalwegen in Cisplatin behandelten humanen proximalen Tubuluszellen
durch. Mittels transcriptomics konnten sie u.a. einen Einfluss des KEAP1-Nrf2-ARE Signalweges
in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitat ermitteln (Wilmes et al., 2015). In Kapitel 5.3.7 wird
noch genauer auf die Induktion von oxidativem Stress eingegangen.

Alle vier Substanzen fiihrten auflerdem zu einer vermehrten Expression von MDM2. Wie bereits
mehrfach diskutiert, ist MDM2 der Gegenspieler von p53. Demnach konnte es auch in ciPTEC
Zellen zu einer Aktivierung von p53 kommen. In ciPTEC Zellen wurde jedoch nicht das p53 Pro-
teinlevel bestimmt, weshalb hier keine definitiven Aussagen getroffen werden kénnen. Jiang und

Kollegen konnten in ihren Studien an proximalen Tubulus Zellen der Ratte p53 eine wichtige Rolle
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in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitdt zuordnen (Jiang et al., 2004, 2006). Cummings und
Kollegen stellten in ihren Studien an proximalen Tubuluszellen des Kaninchens eine Beteiligung von
p53 an der Induktion von p53 an der Apoptose fest (Cummings, 2002). In der Rattentubuluszelllinie
NRK-52E konnten Kriiger und Kollegen sowohl fiir Cisplatin als auch Carboplatin und Oxaliplatin
eine Aktivierung feststellen (Kriiger et al., 2015). Demnach scheint auch p53 eine wichtige Rolle in

der Nephrotoxizitat von Cisplatin zuzukommen.

Interessant bei den hier generierten Daten ist, dass alle vier Substanzen zu &dhnlichen Verénde-
rungen in der Genexpression von Transkriptionsfaktoren fiihrten. Selbst Oxaliplatin &hnelt den
anderen Substanzen, obwohl es in seinem Wirkmechanismus in den A498 Zellen von den anderen
drei Substanzen abwich. Es bleiben jedoch die restlichen Ergebnisse der Genexpression abzuwarten,

um konkretere Aussagen hieriiber treffen zu kénnen.

5.3.5 DNA-Schadensantwort und -Reparatur in ciPTEC Zellen

Gleichermaflen wie ihre antineoplastische Wirkung kénnen platinbasierte Chemotherapeutika, ein-
mal in der Zelle angelangt, zu DNA-Schéden fithren. Untersuchungen zeigten, dass DNA Schiden
und die damit verbundene DDR ebenfalls an der Cisplatin-induzierten Nephrotoxiztitidt beteiligt
sein konnen (Kriiger et al., 2015; Zhu et al., 2015). In ciPTEC Zellen wurde deshalb ebenfalls die
Genexpression von DNA-Schadensantwort- und -Reparaturgenen untersucht.

In Abbildung 5.32 sind die Genexpressionsprofile der jeweiligen platinbasierten Substanz in ciPT-
EC Zellen dargestellt. Ausdifferenzierte ciPTEC Zellen wurden hierfiir jeweils fiir 24 h mit der
jeweiligen Substanz inkubiert. Auch hier zeigte sich, wie bereits bei den Transkriptionsfaktoren,
eine verminderte Expression vieler Gene ab bestimmten Konzentrationen. Auf den ersten Blick
fallt auch hier auf, dass alle vier Substanzen zu einer dhnlichen Verdnderung in den gleichen Genen
fiithren. Ahnlich zur antineoplastischen Wirkung der Substanzen wurden auch in den ciPTEC Zellen
pH3-abhéngige Gene vermehrt exprimiert. Hierzu zdhlen GADD45A, PCNA und RRM2B, wobei
die verdnderte Expression von RRM2B nur fiir Cisplatin und Oxaliplatin im relevanten Bereich lag.
Beide Substanzen fiithrten in den A498 Zellen auch zur stirksten Erhéhung des p53-Proteinlevels
und damit zur ausgeprigtesten Verdanderung von pb3-abhingigen Genen. Dies kénnte auch in ciPT-
EC Zellen der Fall sein.

Neben der vermehrten Expression von p53-abhéngigen Genen war weiterhin auffillig, dass Gene
der DNA-Doppelstrangbruchreparatur vermehrt exprimiert wurden. Dabei wurden vor allem die
an der HR beteligten Gene BRCA1, BRCA2 und RADS51 vermehrt exprimiert. Dies war fiir alle
Substanzen der Fall. Demnach kénnten alle Substanzen in ciPTEC Zellen zu Doppelstrangbriichen
flihren. Dies ist insofern erstaunlich, da Oxaliplatin in A498 Zellen genau zum gegenteiligen Effekt
fithrte. Alle drei Gene wurden in A498 Zellen deutlich vermindert exprimiert. Bruno und Kollegen
konnten in ihren Untersuchungen in priméren Mauslymphomazellen mit Hilfe des Comet Assays
und dem y-H2AX Assay zeigen, dass Oxaliplatin keine Strangbriiche verursacht (Bruno et al., 2017).

Erstaunlicherweise scheint Oxaliplatin sich demnach in Normalzellen anders zu verhalten.
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Abbildung 5.32: Genexpressionsprofile von DN A-Schadensantwort- und -Reparaturgenen in
ciPTEC Zellen nach Behandlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. Ausdifferenzierte
ciPTEC Zellen wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen platinbasierten Substanz
inkubiert. Im Anschluss wurde mit Hilfe der Hochdurchsatz RT-qPCR die Genexpression bestimmt. Zur
Auswertung wurden die behandelten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt
sind die log2 Werte aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen.
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Ein weiteres Gen, das auffillig verindert wurde, ist MGMT (O%-methylguanine-DNA methyltrans-
ferase). Alle vier Substanzen fithrten dazu, dass es vermindert exprimiert wurde, wobei der Effekt
flir Carboplatin am geringsten war und fiir Cisplatin am stirksten. MGMT codiert fiir ein DNA-
Reparaturprotein, das auch als O%-Alkylguanin-DNA Alkyltransferase (AGT) bekannt ist (Esteller
et al., 2000; Gerson, 2004). Dieses Enzym repariert Alkylierungen an der O% Position von Guanin
und kann somit Crosslinks wieder riickgéngig machen (Esteller et al., 2000).

Die hauptsichlich gebildeten Crosslinks von platinbasierten Substanzen entstehen am N7 von Gua-
nin, dennoch kénnen auch Crosslinks an O° gebildet werden. Diese gebildeten Cisplatin-O% Cross-
links fithrten in einem Experiment in Hela Zellen zu einer Inaktivierung des Enzyms. Wang und
Kollegen zeigten in ihrer Studie aber auch, dass dieser Schaden nicht ausschlaggebend fiir die zyto-
toxische Wirkung ist (Wang und Setlow, 1989). Eine Inaktivierung des Enzyms kann aber insofern
fatal sein, da ein unreparierter Schaden zu einer Mutation fithren kann (Gerson, 2004).

Die verminderte Expression von MGMT deutet ebenfalls auf eine Inaktivierung des Enzyms hin. Ei-
ne Inaktivierung in Nierennormalzellen konnte folglich zu Mutationen fiithren, deren weitere Folgen

die Bildung von Tumoren beinhalten kann.

Neben Genen der HR und p53-abhéngigen Genen wurde aulerdem das MMR Gen MSH2 durch alle
Substanzen vermehrt exprimiert. MSHZ2 ist ebenfalls ein Gen, welches in A498 Zellen nach Inku-
bation mit Oxaliplatin vermindert exprimiert wurde. In ciPTEC Zellen wurde es jedoch vermehrt
exprimiert. Die codierenden Proteine von MSH2 und MLH1 bilden zusammen mit weiteren MMR
beteligten Proteinen einen Komplex, der Cisplatin-induzierte DNA-Schiden erkennt und gelten so-
mit als DNA-Schadenserkennungsproteine (Siddik, 2003).

MMR Proteine binden wihrend dem sogenannten replicative bypass an Cisplatin-induzierte DNA-
Schéden. Dadurch wird ein futiles cycling der DNA-Schiden aktiviert, sodass die Schéden persistie-
ren oder Strangbriiche entstehen konnen, die letztlich zum Zelltod fithren (Kweekel et al., 2005).
Dies ist der Grund, warum Cisplatin resistent in Kolonkarzinomen ist, da diese oft MMR defizient
sind. Gleichzeitig ist dies aber auch der Grund, warum Oxaliplatin effektiv in Kolonkarzinomen ist,
da Oxaliplatin-induzierte DNA-Schidden unabhéngig von der MMR sind (Kweekel et al., 2005).
Umso erstaunlicher ist auch hier wieder das Ergebnis von Oxaliplatin in ciPTEC Zellen. Scheinbar

fiihrt Oxaliplatin dennoch zu einer vermehrten Expression von MMR Genen.

Weitere Gene, die durch die Behandlung von ciPTEC Zellen mit platinbasierten Substanzen ver-
mehrt exprimiert wurden, waren DDIT3, POLB und POLD1. DDIT3 ist am Zellwachstum sowie
der Zelldifferenzierung beteiligt. Eine Uberexprimierung kann zu einer vermehrten Induktion der
Apoptose fithren (Wang et al., 2010). POLB ist an der BER und POLD1 an der NER beteiligt. Alle
vier platinbasierten Substanzen fiihrten folglich zu DNA-Schéden, die eine dhnliche DDR hervorrie-
fen. Dies steht im Kontrast zu den Daten aus den A498 Zellen, in denen sich Oxaliplatin deutlich

von den anderen drei Substanzen unterschied.
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5.3.6 Einfluss auf den Zellzyklus und die Proliferation in ciPTEC Zellen

FEine vermehrte Expression von DNA-Reparaturgenen deutet auf einen Zellzyklusarrest hin, da die
Zelle sich so mehr Zeit gibt und versucht, den Schaden zu reparieren. In A498 Zellen konnte ein
deutlicher Zellzyklusarrest fiir Cisplatin und Carboplatin festgestellt werden. Im Gegensatz dazu
zeigte Oxaliplatin nur einen geringen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung. A498 Zellen stellen im
Vergleich zu ciPTEC Zellen allerdings Tumorzellen dar. Diese teilen sich fortwéhrend weiter, wo-
hingegen Normalzellen sich im Normalfall nicht mehr teilen und sich in der sogenannten Gg-Phase
befinden (Maddika et al., 2007). Nur 1 % aller renalen Tubuluszellen befindet sich in der Prolifera-
tionsphase. Kommt es jedoch zu einem Schaden, kénnen Zellen aus der Gg-Phase in die G;-Phase
iibergehen (Price et al., 2009). Bei einer AKI kommt es dabei u.a. zur Induktion von PCNA und
JUN, folglich Gene, die als Marker fiir Proliferation angesehen werden. (Witzgall et al., 1994; Price
et al., 2009). Dieser Unterschied von normalen Zellen zu Tumorzellen bzw. generell sich teilenden
Zellen sollte bei in vitro Untersuchungen niemals vergessen werden. CiPTEC Zellen verhalten sich
wie Normalzellen, sobald sie bei 37 °C ausdifferenziert wurden. Damit spiegeln sie die Realtitéat
deutlich besser wider als andere Zelllinien.

Um die Rolle des Zellzykluses in der Wirkung von platinbasierten Chemotherapeutika zu unter-
suchen, wurde die Genexpression verschiedener zellzyklus- und proliferationsbeteiligter Gene in
ciPTEC Zellen untersucht. ciPTEC Zellen wurden hierfir fiir 24 h mit der jeweiligen Substanz
inkubiert und im Anschluss die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. Das
Ergebnis der Analyse ist in Abbildung 5.33 dargestellt. Dabei ist erkennbar, dass die Substanzen
zu unterschiedlich starken zelluliren Antworten fiihrten, wobei das Gen FE2F1 den deutlichsten
Unterschied zeigte. Eine Behandlung der Zellen fiihrte zu einer vermehrten Expression des Gens,
wobei diese am ausgeprigtesten fiir Cisplatin und PN149 war. In Kapitel 5.1.5 wurde erldutert, dass
das codierende Protein E2F1 eines der wichtigsten Proteine fiir den Eintritt in die S-Phase ist und
somit an der Zellzyklusprogression beteiligt ist. PCNA und JUN sind weitere Gene, die an der Pro-
liferation beteiligt sind und es bekanntermafien bei AKI zu einer vermehrten Expression der Gene
kommt (Price et al., 2009). Auch diese Gene wurden von allen vier Substanzen vermehrt exprimiert
(Abbildung 5.32 und 5.31). Es scheint folglich, dass platinbasierte Chemotherapeutika dazu fithren,
dass ciPTEC Zellen von einem Ruhezustand in den proliferierenden Zustand iibergehen. Hierfiir
spricht aulerdem die vermehrte Expression von CCNDI1, wobei diese nur nach Behandlung von
ciPTEC Zellen mit Cisplatin und Oxaliplatin zu erkennen war.

Weiterhin wurden durch die Behandlung von ciPTEC Zellen mit platinbasierten Chemotherapeu-
tika ph3-abhéngige Gene vermehrt exprimiert. Wie bereits in den A498 Zellen wurden CDKNI1A,
PLK3 und PPMID durch alle Substanzen vermehrt exprimiert. Dies spricht u.a. fiir einen Zell-
zyklusarrest durch p21. Ein weiteres Gen, das durch platinbasierte Chemotherapeutika beeinflusst
wurde, war MYC. Das codierende Protein MY C ist sowohl am Zellwachstum, der Proliferation aber
auch an der Induktion der Apoptose nach einem DNA-Schaden beteiligt (Levens, 2002). Weiterhin

reguliert MY C die Expression von E2F1, wodurch eine vermehrte Expression von MY C einhergeht
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mit einer vermehrten Expression von E2F1 (O’Donnell et al., 2005).

Zusammenfassend deuten die Genexpressionsdaten darauf hin, dass ciPTEC Zellen nach Behand-
lung mit platinbasierten Chemotherapeutika in einen Proliferationsstatus iibergehen und den Zell-
zyklus durchlaufen. Eine vermehrte Expression von CDKNI1A deutet aulerdem auf einen Zellzy-
klusarrest hin. Diese Abfolge an Proliferation und Zellzyklusarrest konnte darauf hinweisen, dass
die Zellen nicht einfach direkt den Zelltod einleiten, sondern vorher versuchen, den DNA-Schaden
zu beheben und sich so regenerieren (Hanigan und Devarajan, 2003). Um weitere definitive Aus-

sagen iiber den Zellzyklus treffen zu kénnen, miisste allerdings die Zellzyklusverteilung untersucht

werden.
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Abbildung 5.33: Genexpressionsprofile zellzyklus- und proliferationsbeteiligter Gene in ciPT-
EC Zellen nach Behandlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. Zur Untersuchung der
Genexpression wurden ausdifferenzierte ciPTEC Zellen fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen der je-
weiligen platinbasierten Substanz inkubiert. Darauffolgend wurde die Genexpression mittels Hochdurchsatz
RT-qPCR bestimmt. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben
normiert. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen.

Huang und Kollegen konnten in ihren Genexpressionsstudien sowohl in Ratten als auch in NRK-52E
Zellen ebenfalls eine vermehrte Expression von Proliferationsgenen nach Behandlung mit Cisplatin
ermitteln (Huang, 2001). In weiteren in vitro und in vivo Versuchen konnte sowohl eine vermehrte

Expression von p21 auf Gen- als auch auf Proteinebene nach Behandlung mit Cisplatin festgestellt
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werden (Megyesi et al., 1998; Miyaji et al., 2001; Wilmes et al., 2015). Miyaji und Kollegen zeigten
auflerdem, dass die vermehrte Expression von p21 p53-abhéngig, aber auch -unabhéngig ist (Miyaji
et al., 2001). Kriiger und Kollegen untersuchten die Zellzyklusverteilung nach Behandlung von
NRK-52E Zellen mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin. Nach 24 h Inkubation der Zellen mit
10 nM Cisplatin zeigte sich bereits eine deutliche Zunahme der subG;-Phase, die nach 48 h weiter
deutlich zunahm. Fiir Carboplatin (100 pM) und Oxaliplatin (5 pM) zeigte sich diese Zunahme der
subG1-Phase erst nach 48 h. Deutliche Anderungen in den anderen Zellzyklusphasen konnten sie
keine ermitteln (Kriiger et al., 2015).

Der Zellzyklus scheint demnach eine wichtige Rolle in der Wirkung von platinbasierten Substanzen

in renalen Epithelzellen zu spielen.

5.3.7 Oxidative Stressantwort und Inflammationsmarker in ciPTEC Zellen

Oxidativer Stress und Inflammationsprozesse werden héufig im Zuge der Cisplatin-induzierten
Nephrotoxizitiat genannt. Dabei wird oxidativer Stress sowohl als Ausloser des Zelltods aber auch
als Nebenprodukt des Zelltods angesehen (dos Santos et al., 2012). Cisplatin-induzierte reaktive
Sauerstoffspezies konnen u.a. durch eine verminderte Expression von antioxidativen Enzymen sowie
einer GSH Depletion entstehen (Hanigan und Devarajan, 2003). ROS koénnen aber auch das Ergeb-
nis von mitochondrialen Schdden bzw. eine Fehlregulation in den Mitochondrien sein (Yang et al.,
2014). In der Zelle konnen ROS dann u.a. Schdden an Makromolekiilen, wie Lipiden oder der DNA,
verursachen. Sie kénnen aber auch als Signaliibertrdger agieren und wichtige Signaltransduktions-
wege aktivieren, wie z.B. p53 (Pabla et al., 2008). Baek und Kollegen konnten sogar zeigen, dass
unterschiedliche ROS an verschiedenen Zelltodmechanismen involviert sein kénnen. Sie postulierten
anhand ihrer Ergebnisse, dass HoOs an der Cisplatin-induzierten Nekrose, wohingegen OH* an der
Cisplatin-induzierten Apoptose beteiligt sein soll (Baek et al., 2003). Tsutsumishita und Kollegen
konnten zudem zeigen, dass Cisplatin in proximalen Tubuluszellen des Ss-Segments zur Bildung
von HoOg fithrte, nicht aber in Zellen des dufleren medulldren Sammelrohrs (Tsutsumishita et al.,
1998). Demnach kénnten Zellen des proximalen Tubulus besonders anféllig fiir die Bildung von
ROS sein.

Aufgrund dieser Evidenzlage, dass ROS Teil der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitdt sind, wurde
fiir die Struktur von PN149 ein Amminonitroxyl-Rest gewéhlt. Dieser weist, wie bereits in Kapitel
5.2.6 erwahnt, ein antioxidatives Potential auf. Dariiber, ob Carboplatin und Oxaliplatin zu oxida-
tivem Stress in der Niere fiihren, ist nichts bekannt. Jedoch konnte ein Zusammenhang zwischen
ihren dosislimitierenden Nebenwirkungen und ROS ermittelt werden. Ein Vergleich der oxidativen
Stressantwort in proximalen Tubuluszellen bringt demnach weiterhin Aufschluss dariiber, welche
spezifische Rolle oxidativer Stress in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitéit spielt.

In ciPTEC Zellen wurde deshalb nach einer 24 h Inkubation mit der jeweiligen platinbasierten Sub-
stanz die Expression von Genen, involviert in die oxidative Stressantwort, mittels Hochdurchsatz
RT-qPCR ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.34 dargestellt. Alle vier Stubstanzen fiihr-
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ten nach Behandlung von ciPTEC Zellen zu einer verminderten Expression von CAT und SOD2.
Dies geht einher mit der zuvor beschriebenen Depletion an antioxidativen Enzymen. Tanabe und
Kollegen konnten in einer in wvivo Studie feststellen, dass eine Cisplatin-induzierte Nephrotoxizi-
tdt zu mitochondrialen Dysfunktionen fiihrt, die einhergeht mit einer verminderten Expression der
MnSOD, dem codierenden Protein von SOD2 (Tanabe et al., 2012).

Diese Depletion soll auerdem mit einem verminderten Glutathionspiegel einhergehen (Yang et al.,
2014). Als Marker fiir Verdanderungen im GSH Spiegel dienten in der Genexpressionsanalyse die
Gene GSR (glutathion-disulfide reductase), dessen Aufgabe die Reduktion von oxidiertem Glut-
athiondisulfid (GSSG) zu GSH ist, und GCLC, das an der GSH Synthese beteiligt ist. Das Gen
GSR wurde erst bei der hochsten Konzentration der jeweiligen Substanz vermindert exprimiert bzw.
im Falle von Carboplatin gar nicht beeinflusst, wohingegen GCLC durch alle vier Substanzen ver-
mehrt exprimiert wird. Demnach scheint ein Einfluss auf das GSH Level moglicherweise vorhanden
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Abbildung 5.34: Genexpressionprofile von (oxidativen) Stressantwortgenen nach Behandlung
mit der jeweiligen platinbasierten Substanz in ciPTEC Zellen. Ausdifferenzierte ciPTEC Zellen
wurden mit der jeweiligen platinbasierten Substanz fiir 24 h inkubiert. Im Anschluss wurde die Genexpres-
sion mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die
unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei unabhédngigen Versu-
chen.
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CAT codiert fiir das HoO4 detoxifizierende Enzym Katalase. Verschiedene Studien deuten darauthin,
dass dieses Molekiil eine Rolle in der Induktion des Zelltods in der Cisplatin-induzierten Nephro-
toxizitat spielt (Baek et al., 2003; Tsutsumishita et al., 1998). Eine verminderte Expression des
Enzyms konnte also zu einem verminderten Abbau von HOs fiihren. Interessanterweise war die
Expression des Gens GPX1, dessen codierendes Enzym ebenfalls HyOo abbaut, nach Behandlung
mit Cisplatin und Oxaliplatin erhéht. Folglich kommt es nicht zu einer Depletion aller antioxidati-
ver Enzyme.

Im Kontrast zur verminderten Expression von SOD2 wurde SOD1 durch alle vier Substanzen ver-
mehrt exprimiert. Die Isoformen der SOD unterscheiden sich in ihrer Lokalisation innerhalb der
Zelle. SOD2 wird dabei in den Mitochondrien exprimiert, wohingegen SODI im Zytoplasma lo-
kalisiert ist (Zelko et al., 2002). Es konnte demnach gemutmaflt werden, dass nur mitochondrial
lokalisierte Enzyme depletiert werden, aber CAT ist ebenfalls im Zytoplasma bzw. den Peroxisomen
lokalisiert (Bai und Cederbaum, 2001). Die Frage, wieso CAT vermindert exprimiert wird, SOD1
aber vermehrt, ldsst sich folglich anhand der hier generierten Daten nicht beantworten.

Kontrar zu den hier generierten Daten konnten Wilmes und Kollegen eine vermehrte Expression
von CAT in Cisplatin-behandelten RPTEC/TERT1 Zellen feststellen. Ubereinstimmend mit den
Daten in ciPTEC Zellen zeigten RPTEC/TERT1 Zellen ebenfalls eine verminderte Expression von
SOD2 (Wilmes et al., 2015).

Alle vier Substanzen fiithrten weiterhin zu einer vermehrten Expression von TXN und TXNRD]1.
TXN codiert fur Thioredoxin, eine Reduktase, die andere Proteine in ihrem reduzierten Zustand
hélt. Die oxidierte Form von Thioredoxin wird dann in einem Redoxcycling durch die Thioredoxin
Reduktase, das Produkt von TXNRD1, und NADPH wieder in seine reduzierte Form iiberfihrt
(Arnér und Holmgren, 2000). Eine vermehrte Expression dieser Gene spricht demnach fiir vermehr-
te Oxidationsvorgénge in der Zelle.

Zwei weitere Gene, die vermehrt exprimiert wurden, sind TFRC und HMOXI. Beides sind Gene,
die am Eisenhaushalt beteiligt sind. TFRC codiert fiir den Transferrinrezeptor, der fiir die intra-
zelluldre Aufnahme von Eisen verantwortlich ist (Meneghini, 1997). Eine vermehrte Expression
von TFRC spricht demanch fiir eine erhohte Eisenaufnahme. Verdnderungen im Eisenmtabolismus
konnten wiederum die Fentonreaktion beeinflussen. Die Funktion von HMOX1! wurde bereits in
Kapitel 5.1.6 diskutiert. Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Cisplatin-induzierte Nephroto-
xizitdt einhergeht mit einer vermehrten Expression von HMOXI. Diese vermehrte Expression soll
dabei einen protektiven Effekt haben und die Zelle vor Oxidantien schiitzen (Schaaf et al., 2009;
Shiraishi et al., 2000; Agarwal und Nick, 2000).

Auffillig ist weiterhin, dass PN149 und Carboplatin zu einer deutlich héheren Expression von
HMOX1 in ciPTEC Zellen fiihrten. Dies ist insofern erstaunlich, da Carboplatin in den A498 Zellen
zu keiner oxidativen Stressantwort fithrte und PN149 eigentlich ein antioxidatives Potential besitzt.
Die Regulation von HMOX1 scheint duflerst komplex zu sein. Verschiedene Ursachen kénnen zu
einer Induktion von HMOX1 fithren, wobei der Grofiteil dieser Ursachen mit dem Redoxstatus der

Zelle zusammenhéngen soll (Agarwal und Nick, 2000). Demnach kénnten PN149 und Carboplatin
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zu einer starkeren Induktion von oxidativem Stress fiihren als Cisplatin oder Oxaliplatin.

Ein weiterer deutlicher Unterschied zeigte sich in der Expression von HSPA1A. Dieses Gen wur-
de durch Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin leicht vermehrt exprimiert. Eine Behandlung mit
PN149 zeigte im Vergleich dazu eine deutlich vemehrte Expression. HSPA 1A codiert fiir das Protein
HSP70 (heat shock protein) und gehort zu der Familie der Chaperone. Die Aufgabe dieser Prote-
ine ist u.a. die Faltung von neusynthetisierten, aber auch von falsch gefalteten oder aggregierten
Proteinen (Mayer und Bukau, 2005). HSPA1A gilt deshalb als allgemeiner Stressmarker (Bukau
und Horwich, 1998). Demnach wiirde PN149 zu einer deutlichen Stressantwort in ciPTEC Zellen
fiihren. Allerdings muss erwahnt werden, dass erst ab einer Konzentration von 20 pM eine deutlich
vermehrte Expression in den Zellen auftrat. Diese Konzentration liegt deutlich iiber dem IC5q der
Substanz. Auflerdem zeigten die bisherigen Ergebnisse der Genexpression, dass die Zellen ab einer
Konzentration von 20 pM die Genexpression des Grofiteils der Gene bereits herunterreguliert, d.h.
die Zellen sterben vermehrt ab.

Die im Zuge dieser Arbeit generierten Daten deuten folglich darauf hin, dass scheinbar alle vier

Substanzen zu oxidativem Stress in ciPTEC Zellen fiithren.

In Kapitel 5.1.6 wurde bereits iiber Cisplatin-induzierte Inflammationsprozesse in der Niere disku-
tiert. Vor allem TNF-a und NF-xB scheinen dabei eine wichtige Rolle zu spielen. NF-xB fungiert
dabei als wichtiger Regulator iiber die Transkription verschiedener Inflammationsgene, wie IL-1,
IL-6, IL-8 aber auch TNF-a (Vyas et al., 2014). NF-xB kann u.a. durch ROS aktiviert werden
(dos Santos et al., 2012). Dadurch kann eine Induktion von oxidativem Stress auch gleichzeitig
einhergehen mit einer Induktion von inflammatorischen Prozessen. Demzufolge kénnten alle vier
Substanzen zu Entziindungsprozessen fiihren, da alle vermutlich zu oxidativem Stress in ciPTEC
Zellen fiihrten.

Zur Untersuchung von Inflammationsprozessen wurde die Genexpression des Inflammationsmar-
kers IL-8 gemessen. Nach einer 24 h Inkubation von ausdifferenzierten ciPTEC Zellen wurde die
Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5.35 dar-
gestellt. Dabei zeigte sich, dass Cisplatin und Oxaliplatin zu einer vermehrten Expression von IL-8
fiihrten, wohingegen PN149 und Carboplatin zu einer verminderten Expression des Gens fithrten.
Interessanterweise zeigten letztere bereits in A498 Zellen keine relevante inflammatorische Respon-
se. Weiterhin zeigte sich in Kapitel 5.3.4 eine vermehrte Expression von NFKB2, einer Untereinheit
des NF-xB Komplexes, fiir Cisplatin und Oxaliplatin, nicht aber fiir PN149 und Carboplatin. Als
Regulator von Inflammationsgenen kénnte diese vermehrte Expression ein weiterer Hinweis auf
Inflammationsprozesse ausgelost durch Cisplatin und Oxaliplatin sein. Anhand nur eines Inflamma-
tionsmarkers lédsst sich jedoch keine konkrete Aussage treffen. Da vor allem TNF-« eine wichtige
Rolle in Cisplatin-induzierten Inflammationsprozessen spielen soll, wére es sinnvoll, diesen Marker
zusatzlich zu untersuchen.

Die Frage, warum PN149 und Carboplatin trotz oxidativer Stressantwort nicht zu Inflammations-
prozessen fithrten, lasst sich anhand der hier generierten Daten nicht beantworten. Hierzu miissten

vor allem auf funktioneller Ebene weitere Untersuchungen durchgefiithrt werden.
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Abbildung 5.35: Genexpression des Inflammationsmarkers IL-8 nach Behandlung mit der je-
weiligen platinbasierten Substanz in ciPTEC Zellen. Zur Untersuchung der Genexpression von IL-8
wurden ausdifferenzierte ciPTEC Zellen fiir 24 h mit der jeweiligen platinbasierten Substanz in verschie-
denen Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend wurde die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR
bestimmt. Zur Auswertung der Daten wurden die behandelten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben
normiert. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen + Standardabweichung.

5.3.8 Untersuchung apoptotischer Gene in ciPTEC Zellen

In Kapitel 5.1.7 wurde bereits iiber die Art des Zelltodes in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxi-
zitdt diskutiert. In in wvitro Studien konnte dabei gezeigt werden, dass Cisplatin in hohen Dosen
eher Nekrose verursacht, wohingegen bei geringen Dosen eher die Apoptose eingeleitet wird (Lau,
1999; Lieberthal et al., 1996). Aber auch hier zeichnet sich eine Diskrepanz zwischen in vitro und
in vivo Untersuchungen ab. Denn in ¢n vivo Studien an Tieren zeigte sich, dass Cisplatin sowohl die
Apoptose als auch die Nekrose im Zuge der induzierten Nephrotoxizitét einleitet (Liu und Baliga,
2003; Pabla et al., 2008; Ramesh und Reeves, 2003). Nichtsdestotrotz scheint die Apoptose ein
wichtiger Faktor in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitdt zu sein. Dabei soll auch, wie schon
in der antineoplastischen Wirkung, die Apoptose p53-abhéngig, aber auch -unabhéngig induziert
werden (Cummings, 2002). Die Apoptose kann dabei sowohl iiber den intrinsischen als auch den
extrinsischen Weg eingeleitet werden (Pabla et al., 2008). Weiterhin wurde festgestellt, dass Cis-
platin die Apoptose tiber das endoplasmatische Retikulum (ER) induzieren kann. Dabei kommt es
im ER {iiber die Interaktion von Cisplatin mit Cytochrom P450 zur Bildung von ROS, welche die
Caspase 12 einleiten (Liu und Baliga, 2005).

Als Hauptweg kristallisierte sich dennoch der intrinsische Weg iiber die Mitochondrien heraus, wo-
durch u.a. die verursachten mitochondrialen Dysfunktionen erklart werden kénnen. Dabei soll es

zu einer Akkumulation von BAX in den Mitochondrien kommen, deren Folge der vermehrte Aus-
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tritt von Cytochrom C ist (Park et al., 2002). Jiang und Kollegen fanden weiterhin eine starke
Expression von PUMA nach Behandlung von RPTC Zellen mit Cisplatin. Diese starke Expression
von PUMA ging einher mit einer Aktivierung an BAX und war zudem p53-abhéngig (Jiang et al.,
2006). Die induzierte Apoptose scheint folglich mit hauptverantwortlich fiir den renalen Zelltod
in der Cisplatin-induzierten Nephrotoxiztitdt zu sein und deshalb ein wichtiger Faktor, den es zu
untersuchen gilt.

Per Genexpressionsanalyse wurde deshalb die Genexpression apoptosebeteiligter Gene in ciPTEC
Zellen nach einer 24 h Behandlung mit platinbasierten Chemotherapeutika untersucht. Das Ergeb-
nis der Analysen ist in Abbildung 5.36 dargestellt. Auffallig ist dabei die deutlich vermehrte Expres-
sion von PMAIP1 nach Behandlung aller platinbasierten Substanzen, das fiir das Protein NOXA
codiert. Zusammen mit PUMA (BBC3) sind beide am intrinsischen Apoptoseweg beteiligt. Wah-
rend BBCS in A498 Zellen noch deutlich vermehrt exprimiert wurde, fiihrte nur eine Behandlung
mit Cisplatin in ciPTEC Zellen zu einer vermehrten Expression im relevanten Bereich. Cisplatin
fihrte aulerdem zu einer vermehrten Expression von APAF1, BAX, BCL2 und TNFRSF10B. Wah-
rend APAF1 und BAX am intrinsischen Weg beteiligt sind, ist TNFRSF10B Teil des extrinsischen
Weges. BCL2 hingegen ist ein antiapoptotisches Gen. Eine vermehrte Expression dieses Gens kann

die Apoptose verhindern, in dem es den Austritt von Cytochrom C verhindert (Yang, 1997).

Fir PN149 und Oxaliplatin zeigte sich ebenfalls eine vemehrte Expression von BCL2 und
TNFRSF10B im relevanten Bereich. Bei allen anderen Genen lag die verdnderte Genexpression
unter dem relevanten Bereich. Eine Behandlung von ciPTEC Zellen mit Carboplatin fithrte, neben
PMAIP1, nur zu einer vermehrten Expression von TNFRSF10B.

Demnach zeigte Cisplatin die stérkste Verdnderung in apoptosebeteiligten Genen. Sowohl Gene
des intrinsischen als auch des extrinsischen Apoptosewegs wurden vermehrt exprimiert. Aber
auch das antiapoptotische Gen BCL2 wurde vemehrt exprimiert. Fiir alle anderen Substanzen
zeigte sich vor allem eine deutlich vemehrte Expression von PMAIP1, aber auch von TNFRSF10B.
Demnach kénnten auch PN149, Carboplatin und Oxaliplatin die Apoptose iiber beide Wege
induzieren. Kriiger und Kollegen konnten in ihrer Genexpressionsanalyse in NRK-52E Zellen vor
allem eine vermehrte Expression von BAX nach Behandlung mit Cisplatin, Carboplatin oder
Oxaliplatin feststellen. Dabei zeigte Cisplatin die deutlichste Verdnderung (Kriiger et al., 2015).
Sie untersuchten auflerdem die Effektorcaspasen Caspase 3 und 7, wobei sie feststellen konnten,
dass Cisplatin und Oxaliplatin bereits nach 24 h zu einer Induktion der Caspase fithrten und
Carboplatin nach 72 h ebenfalls zu einer Induktion fiihrte (Kriiger et al., 2015). Folglich induzieren
alle Substanzen die Apoptose in den untersuchten Zellen.

Um weitere Aussagen iiber die Induktion der Apoptose und auch zur Nekrose treffen zu kénnen,
miissten auch hier weitere Versuche auf funktioneller Ebene durchgefiihrt werden. Die Genex-
pressionsanalyse deutet aber daraufhin, dass alle Substanzen die Apoptose einleiten. Die starke
vermehrte Expression von PMAIP1 deutet weiterhin darauf hin, dass die Substanzen bevorzugt
den intrinsischen Apoptoseweg induzieren. Auflerderm werden vermehrt p53-abhéngige Gene

exprimiert. Dies deutet auflerdem auf eine Induktion der Apoptose iiber p53 hin.
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Abbildung 5.36: Genexpression von apoptosebeteiligten Genen nach Behandlung mit der je-
weiligen platinbasierten Substanz in ciPTEC Zellen. Ausdifferenzierte ciPTEC Zellen wurden fiir
24 h mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen platinbasierten Substanz inkubiert. Im Anschluss
wurde die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR bestimmt. Zur Auswertung wurden die behandel-
ten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei
voneinander unabhingigen Versuchen.

5.3.9 Vergleich der Genexpressionsprofile von Cisplatin behandelten ciPTEC
Zellen mit Nierennormalgewebe

In Kapitel 5.3.1 wurde die Problematik von in vitro, aber auch in vivo Modellen zur Untersuchung
von Nephrotoxizitdt diskutiert. Aufgrund der quasi unendlichen Verfiigbarkeit von ciPTEC Zellen
und deren nachgewiesenem proximalen Tubuluscharakter wurde sich in den hier durchgefithrten
Studien fiir diese Zelllinie entschieden. Um eine abschlielende Validierung der Studien in ciPTEC
Zellen abzugeben, wurden die Ergebnisse der Genexpression von 20 pM Cisplatin mit Untersu-
chungen in Normalgewebe verglichen. Hierfiir wurde renales Normalgewebe von Patienten aus dem
Universitatsklinikum Mainz mit 20 pM Cisplatin fiir 24 h inkubiert und anschlieBend wurde eben-
falls die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR ermittelt. Renales Primérgewebe eignet
sich am besten fiir Untersuchungen auf Nephrotoxizitit, da es den in vivo Status am ehesten wie-

dergeben kann. Problem dabei ist allerdings die begrenzte Verfiigbarkeit, weshalb auch in den hier
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durchgefiihrten Studien lediglich eine Konzentration von Cisplatin eingesetzt werden konnte und
nur zwei voneinander unabhingige Versuche durchgefithrt werden konnten. Dennoch eignen sich
die Ergebnisse fiir einen Vergleich mit den Ergebnissen aus den ciPTEC Zellen.

Das Ergebnis der Studien ist in Abbildung 5.37 dargestellt. Dabei wurden die Profile der einzelnen
Gencluster jeweils in einem Netzdiagramm zur Veranschaulichung {ibereinander gelegt. Verglichen
wurden die jeweiligen Behandlungen der Zellen mit 20 nM Cisplatin. Es ldsst sich erkennen, dass
das Normalgewebe dhnliche Profile aufwies wie die ciPTEC Zellen, jedoch war das Ausmaf} der
Verédnderungen der Gene nicht so ausgepréigt wie in den ciPTEC Zellen. Dies war z.B. fiir die Gen-
cluster der Transkriptionsfaktoren, aber auch der Apoptose zu erkennen. CiPTEC Zellen scheinen
demnach sensitiver gegeniiber platinbasierten Substanzen zu sein.

Der einzige deutliche Unterschied, der zwischen den Zellen erkennbar war, zeigte sich in der Ex-
pression von DNA-Reparaturgenen. Wahrend diese in ciPTEC Zellen vermehrt exprimiert wurden,
wurden sie im Normalgewebe grofitenteils vermindert exprimiert. Dies konnte mit dem Differenzie-
rungsgrad der Zellen zusammenhédngen. In sogenannten terminal differenzierten Zellen sind DNA-
Reparatursysteme herunterreguliert, da im Normalfall die Zelle sich nicht mehr weiter teilt und
ihre Energie hierfiir einsparen will (Nouspikel und Hanawalt, 2002). Dies spiegelt sich auch in der
limitierten Regenerationskapazitét der Niere nach einer AKI wieder (Benigni et al., 2010).

Bei Untersuchungen im Normalgewebe ist jedoch auch die Variation der Spender zu beachten.
Jeder Spender weist eine andere genetische Varianz auf, wodurch es innerhalb der Spender zu un-
terschiedlichen zelluldiren Antworten kommen kann. In den hier durchgefithrten Untersuchungen
wurde Probenmaterial von nur zwei Spendern untersucht. Um eine vollstidndige Varianz zu erhal-
ten, miisste mehr unterschiedliches Spendergewebe untersucht werden.

In Anbetracht der Tatsache, dass Normalgewebe zwar die Realitdt am besten wiederspiegelt, aber
nur limitiert verfiigbar ist, stellen ciPTEC Zellen eine gute Alternative dar. Die im Zuge dieser Ar-
beit durchgefithrten Untersuchungen zeigten aulerdem, dass ein normales in vitro Modell in einer
einfachen Zellkulturschale fiir Nephrotoxizitédtsstudien nicht ausreicht. Denn alle vier untersuchten
platinbasierten Substanzen wiesen ein hohes zytotoxisches Potential auf und fiithrten zu einer dhn-
lichen zelluldren Antwort in ciPTEC Zellen. Dies spiegelt nicht die Klinik wieder, da nur Cisplatin
nephrotoxisch ist. Deshalb sollte auch beziiglich des nephrotoxischen Potentials von PN149 noch
keine Aussage getroffen werden.

In Anbetracht der Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der ciPTEC Zellen und der A498 Zellen ist
auflerdem hervorzuheben, dass sich Tumorzelllinien deutlich von Normalzellen unterscheiden. Fir
mechanistische Studien einer Substanz in Normalgewebe wird deshalb abgeraten, Tumorzelllinien
zu verwenden.

In Untersuchungen in ciPTEC und A498 Zellen, kultiviert in einem Transwellsystem, zeigte sich,
dass das Kultivierungsmodell Einfluss auf die Aufnahme von Cisplatin hatte. Dies verdeutlicht, wie
wichtig es ist, das richtige Modell fiir Untersuchungen zur Nephrotoxizitdt zu wéhlen. Die Niere
ist ein hochkomplexes Organ, das dominiert wird von Transportprozessen. Dies adequat in wvitro

nachzubilden, stellt die Forschung vor eine grofie Herausforderung.
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Abbildung 5.37: Vergleich der Genexpressionsprofile von ciPTEC Zellen mit Normalgewebszel-
len nach Behandlung mit 20 pM Cisplatin. A: Transkriptionsfaktoren. B: Zellzyklus und Proliferation.
C: (Oxidative) Stressantwort. D: Apoptose. E: DNA-Schadensantwort und -Reparatur. Ausdifferenzierte
ciPTEC Zellen und Normalgewebszellen wurden mit 20 pM Cisplatin fiir 24 h behandelt. Im Anschluss wur-
de die Genexpression mittels Hochdurchsatz RT-qPCR ermittelt. Zur Auswertung wurden die behandelten
Proben auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2 Werte aus mindestens zwei
voneinander unabhéngigen Versuchen.
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Neueste Entwicklungen auf diesem Gebiet stellen sogenannte kidney-on-a-chip Modelle dar. In
dieser Vorrichtung werden Zellen auf einer porésen Membran kultiviert, die mit ECM (extra cellu-
lar matriz) Bestandteilen beschichtet sein konnen. Um dieses Interface befinden sich Mikrokanéle,
die mit einem Fluid durchstrémt werden. Dadurch wird ein tubuldrer Fluss erzeugt, durch den
zum einen Scherkrifte auf die Zellen einwirken kénnen, gleichzeitig werden die Zellen aber auch
mit Nahrstoffen versorgt und der Abtransport von Ausscheideprodukten wird gewéahrleistet (Jang
et al., 2013; Wilmer et al., 2016). Dadurch werden realistischere Transportbedingungen erhalten,
die fiir die Niere besonders wichtig sind.

Um weitere Aussagen iiber das nephrotoxische Potential von platinbasierten Substanz treffen zu
kdénnen, wére es von Vorteil, Untersuchungen in einem vergleichbaren Modell durchzufiihren, da es
scheint, dass vor allem Transportprozesse fiir die nephrotoxische Wirkung der Substanzen verant-

wortlich sind.
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KAPITEL 6

Zusammenfassende Diskussion

Eine zunehmende Tumorinzidenz ruft eine zunehmende Verbesserung der Behandlungsmdoglichkei-
ten von Krebs hervor. Als Meilenstein der Tumorbehandlung mit Chemotherapeutika galt damals
die Entdeckung von Cisplatin. Durch Weiterentwicklung entstanden iiber die Jahre Carboplatin
und Oxaliplatin, die weltweit zur Behandlung von Tumoren zugelassen sind. Zusammengefasst als
platinbasierte Chemotherapeutika gelten sie heute als eine der am hdufigsten eingesetzten Che-
motherapieform zur Behandlung von Tumoren. Etwa 50 % aller Chemotherapiebehandlungspléne
beinhalten ein platinbasiertes Chemotherapeutikum (Wheate et al., 2010). Eine 95 %ige Erfolgsrate
bei der Behandlung von Hodentumoren mit Cisplatin spricht weiterhin fiir den Erfolg der Substan-
zen (Johnstone et al., 2016). Dennoch weist die platinbasierte Chemotherapie erhebliche Nachteile
auf. Alle drei Substanzen fithren zu verschiedenen dosislimitierenden toxischen Nebenwirkungen.
Dosislimitierende Nebenwirkung von Cisplatin stellt dabei die Nephrotoxizitdt dar. Carboplatin
und Oxaliplatin fiihren respektive zu Myelosupression und Neurotoxizitdt. Aulerdem stellen Resi-
stenzen ein erhebliches Problem dar (Oun et al., 2018; Wheate et al., 2010). Angesichts dessen ist
es essentiell, weiterhin an dieser Therapieform zu forschen und sie stetig weiter zu entwickeln.

Daran zu forschen bedeutet auch, die vorhandenen Substanzen weiter zu untersuchen, d.h. ihre
Wirkmechanismen ausgiebig miteinander zu vergleichen, aber auch ihr Wirkspektrum weiter zu un-
tersuchen. Uber Cisplatin wurde iiber die Jahre schon ausgiebig der Wirkmechanismus in Tumoren
untersucht. Diese Forschung sollte sich aber nicht nur auf den Wirkmechanismus in Tumorarten,
welche in der Klinik mit Cisplatin behandelbar sind, fokusieren. Um das volle Spektrum einer
Substanz zu verstehen, sollten weiterhin auch nicht behandelbare Tumorarten untersucht werden.
Hierzu zahlt u.a. das klarzellige Nierenkarzinom (ccRCC). Es gilt allgemein als chemotherapie-

resistent. Uber die Griinde der Resistenz gibt es bisher wenig Informationen (Rini et al., 2009).
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Deswegen fanden die in dieser Arbeit durchgefiithrten Untersuchungen in A498 Zellen, einer ccRCC
Zelllinie, statt. Zu Beginn der Untersuchungen stellte sich jedoch direkt heraus, dass die Zellen
an sich keine Resistenz gegeniiber Cisplatin aufwiesen. Weitere Studien aus der Literatur hieriiber
erwiesen sich als widerspriichlich (Rixe et al., 1996; Trivedi et al., 2016). Trotz der unerwarteten
Sensitivitat der Zelllinie gegeniiber Cisplatin wurden weitere Studien in dieser Zelllinie, im Hinblick
auf den Vergleich der Wirkmechanismen aller drei platinbasierten Substanzen, durchgefiihrt. Denn
im Vergleich zu Cisplatin sind Carboplatin und vor allem Oxaliplatin weniger erforscht.

Uber Carboplatin ist bekannt, dass es die gleichen DNA-Schiiden wie Cisplatin verursacht, aber ei-
ne langsamere Reaktionskinetik aufweist. Uber den Wirkmechanismus von Oxaliplatin ist im Detail
nur sehr wenig bekannt. Bisher ist es auch nur zur Behandlung von Kolonkarzinomen zugelassen
(Johnstone et al., 2016). Doch genau hier liegt der Unterschied von Oxaliplatin zu Cisplatin bzw.
Carboplatin. Wahrend letztere in ihrem Wirkmechanismus u.a. von der DNA-Schadenserkennung
durch MMR Proteine abhéngig sind, werden Oxaliplatin-induzierte DNA-Schdden unabhéngig von
MMR Proteinen prozessiert. Da Kolonkarzinome haufig MMR-defizient sind, ist Oxaliplatin effektiv
in diesen Tumoren (Kweekel et al., 2005). Offensichtlich gibt es demnach einen Unterschied in der
Wirkung der Substanzen. Dieser Unterschied wird dem DACH-Liganden von Oxaliplatin zugeschrie-
ben, da dieser die DNA anders als Cisplatin und Carboplatin verzerrt. Uber die zellulire Antwort
auf Oxaliplatin-induzierte DNA-Schéden gibt es bisher aber nur wenige Studien. Deshalb wurden
in dieser Arbeit detaillierte Studien auf molekularer und funktioneller Ebene zur Aufklarung und

zum direkten Vergleich der Wirkmechanismen der drei Substanzen durchgefiihrt.

Zytotoxizitatsstudien zeigten, dass Oxaliplatin und Carboplatin ebenso effektiv wie Cisplatin in
A498 Zellen wirkten. Die Untersuchung der relativen Zellzahl offenbarte, dass Cisplatin und Oxa-
liplatin eine &hnliche Effektivitdt in A498 Zellen aufwiesen, im Langzeittoxizitéatstest unterschied
sich die Effektivitdt jedoch etwas. Dabei war Oxaliplatin etwas weniger effektiv im Vergleich zu
Cisplatin. Carboplatin musste im Vergleich zu den beiden anderen Substanzen in der 10-fachen
Konzentration eingesetzt werden, um dieselbe Effektivitdt aufzuweisen. Generell zeigte sich ein
eher flacher Verlauf der Zytotoxizitatskurven fiir Carboplatin. Dies l&sst sich anhand der langsame-
ren Reaktionskinetik von Carboplatin im Vergleich zu Cisplatin erkldren. Carboplatin verliert in
der Zelle deutlich langsamer seinen Cyclobutanring als Cisplatin seine Chloridionen (Knox et al.,
1986). Dadurch verzogert sich die Bildung von DNA-Schiden, die letztlich fiir die zytotoxische
Wirkung der Substanz verantwortlich ist.

Im Weiteren wurde die Aufnahme der Substanzen sowie deren DNA-Platinierung gemessen. In bei-
den Untersuchungen zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Substanzen. Cisplatin wies
dabei die hochste Akkumulation auf und zeigte gleichzeitig auch die hchste DNA-Platinierung. Die
Aufnahme von Oxaliplatin war im Vergleich zu Cisplatin um 1/3 reduziert. Weiterhin wies Oxali-
platin die geringste DNA-Platinierung auf. Hier konnten Studien bereits zeigen, dass Oxaliplatin
zu weniger DNA-Schéden fiihrt, aber dennoch dieselbe Effektivitét wie Cisplatin aufweist (Hector
et al., 2001; Saris et al., 1996; Woynarowski et al., 1998, 2000). Bei einer Behandlung mit 50 pM

zeigte Carboplatin im Vergleich zu Cisplatin und Oxaliplatin die geringste Aufnahme. Erst ab einer
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Behandlung mit 300 pM war die Aufnahme von Carboplatin vergleichbar mit Cisplatin. Die Streu-
ung der Ergebnisse der DNA-Platinierung fiir Carboplatin erwies sich als relativ hoch. Dennoch
zeigte Carboplatin bei 50 pM eine geringere DNA-Platinierung als Cisplatin. Dies unterstiitzt die
These, dass Carboplatin eine geringere Reaktionskinetik aufweist.

Die Unterschiede in der Aufnahme der Substanzen lassen sich vermutlich durch unterschiedliche Af-
finitdten zu verschiedenen Transportsystemem begriinden (Abbildung 6.1). Eine Rolle sollen dabei
die Influxtransporter Ctrl und der OCT2 sowie die Effluxtransporter ATP7A /7B und MATE1/2-K
spielen (Burger et al., 2010; Hall et al., 2008).
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Abbildung 6.1: Einfluss verschiedener Transporter am Influx und Efflux von platinbasierten
Chemotherapeutika. Fiir den Influx von Cisplatin sind sowohl der organische Kationentransporter 2
(OCT?2) als auch der Kupfertransporter 1 (Ctrl) verantwortlich. Im Gegensatz dazu wird Carboplatin nur
iiber den Ctrl und Oxaliplatin nur iber den OCT?2 in die Zelle aufgenommen. Der Efflux erfolgt im Falle von
Cisplatin tiber den MATE1 (multidrug and extrusion 1) und den ATP7A/7B (ATPase copper transporting
alpha/beta). Carboplatin wird dagegen nur iiber den ATP7A /7B ausgeschleust. Fiir Oxaliplatin zeigt sich
eine vermehrte Ausschleusung tiiber den MATE1 und den MATE2-K.

Auf molekularer Ebene, mittels Genexpressionsanalyse, zeigten sich im weiteren Verlauf teilweise
ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den Substanzen. Eine Untersuchung des Transkriptions-
faktors MDM2 zeigte fiir alle drei Substanzen eine vermehrte Expression des Gens. Diese war vor

allem fiir Oxaliplatin sehr deutlich. MDM?2 gilt dabei als Gegenspieler von p53. Beide Proteine
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befinden sich in einer negativen Feedbackschleife, d.h. p53 induziert MDM?2, das wiederum zum
Abbau von p53 fithrt (Levine und Oren, 2009). Die vermehrte Expression des Gens deutete folglich
auf eine Involvierung des Tumorsuppressors p53 hin. Eine Analyse des p53 Proteinlevels offenbar-
te, dass alle drei platinbasierten Substanzen zu einem erhéhten p53 Proteinlevel in A498 Zellen
flihrten. Dabei zeigte vor allem Oxaliplatin eine deutliche Erhéhung des Proteinlevels, wohingegen
Carboplatin, selbst bei der héchsten Konzentration, nur zu einer geringen Erhéhung fithrte. Obwohl
Cisplatin und Carboplatin identische DNA-Schéden verursachen, kam es in den A498 Zellen zu einer
unterschiedlichen Antwort beziiglich des p53 Proteinlevels. Dies kénnte mit der unterschiedlichen
Reaktivitdt der beiden Substanzen zusammenhéngen. P53 kann u.a. auch durch reaktive Sauer-
stoffspezies induziert werden. Diese sollen durch Cisplatin vermehrt induziert werden (Bae et al.,
2006; Bragado et al., 2007; Jiang et al., 2007). Demnach scheinen nicht nur die DNA-Schidden von
Cisplatin zur zytotoxischen Wirkung beizutragen.

Die Aktivierung von p53 ist Teil der Signalkaskade die durch Cisplatin-induzierte DNA-Schéaden
hervorgerufen wird. Die Genexpressionsanalyse offenbarte eine vermehrte Expression von ph3-
abhédngigen DNA-Schadensantwort und -Reparaturgenen. Dabei wurden die NER beteiligten Gene
DDB2, GADD45A sowie RRM2B sowohl durch Cisplatin als auch durch Carboplatin vermehrt
exprimiert. Trotz geringerem p53 Proteinlevel nach Behandlung von A498 Zellen mit Carbopla-
tin, fithrten beide Substanzen dennoch zu einer vergleichbar starken Verdnderung der Gene. Fiir
Oxaliplatin zeigten sich in der DNA-Schadensantwort und -Reparatur deutliche Unterschiede zu
Cisplatin und Carboplatin. A498 Zellen fiihrten nach Behandlung mit Oxaliplatin zu einer deutlich
verminderten Expression der HR-beteiligten Gene BRCA1, BRCA2 und RAD51. Daneben wurden
weiterhin das MMR beteiligte Gen MSH2 sowie das an der Einzelstrangbruchreparatur beteiligte
Gen PARPI vermindert exprimiert (Abbildung 6.2). In der Literatur wurde dieses Phdnomen bisher
noch nicht beschrieben. Eine Erklarung kénnten Bruno und Kollegen liefern. Sie untersuchten die
DNA-Schadensantwort von Oxaliplatin anhand des DNA-Schadensmarker v-H2AX. Dabei konnten
sie keine v-H2A X-Focibildung feststellen. Eine Untersuchung von DNA-Schéden mittels Comet As-
say blieb auch negativ (Bruno et al., 2017). Weitere Untersuchungen fiihrten sie zu der Hypothese,
dass Oxaliplatin nicht iiber DNA-Schéden und der dadurch ausgelosten DDR den Zelltod einleiten,
sondern iiber ribosomalen Stress, welcher iiber p53 direkt den Zelltod akivieren kann (Bruno et al.,
2017; Golomb et al., 2014). Dies wiirde bedeuten, dass Oxaliplatin {iber einen génzlich anderen

Mechanismus zum Tod der Tumorzelle fiihrt.

Diese Hypothese wurde durch die Untersuchungen des Zellzyklus und der Proliferation unterstiitzt.
Auf Genexpressionsebene fiihrten alle drei Substanzen zu einer vermehrten Expression der p53-
abhéngigen zellzyklusregulierenden Gene CDKNI1A, PLK3 und PPM1D. Fiir Cisplatin und Carbo-
platin deutete dies auf einen Zellzyklusarrest hin, welcher durch die Bestimmung der Zellzyklusver-
teilung bestétigt werden konnte. Beide Substanzen fithrten zunéchst zu einem S-Phasenarrest nach
24 h, der in einen Go/M-Arrest nach 48 h iiberging. Oxaliplatin fithrte im Vergleich dazu weiterhin
zu einer vermehrten Expression der Proliferationsgene CCND1 und EGFR. Ebenfalls wurde das
Mitose-Checkpoint-beteiligte Gen SIRT2 vermehrt exprimiert. Ein weiterer Unterschied zu Cis-
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Abbildung 6.2: DN A-Schadensantwort der platinbasierten Chemotherapeutika in A498 Zellen.
Alle drei Substanzen fithrten in der Zelle zu einem vermehrten p53 Proteinlevel, wobei Oxaliplatin das hoch-
ste Level und Carboplatin das geringste Level aufwies. Auf Genexpressionsebene wurden die p53-abhéngigen
DNA-Schadensantwort und -Reparaturgene der NER, DDB2, GADD/5A sowie RRM2B vermehrt exprimiert.
Eine Inkubation mit Oxaliplatin fiihrte zusétzlich zu einer verminderten Expression verschiedener Repara-
turgene.

platin und Carboplatin konnte in der Genexpression des Transkriptionsfaktors F2F1 festgestellt
werden. Das Gen wurde nach Behandlung mit Oxaliplatin deutlich vermindert exprimiert. Studi-
en zeigten eine Korrelation zwischen p21 und E2F1. Indem p21 an E2F1 bindet, wird so dessen
Funktion als Transkriptionsfaktor inhibiert (Delavaine und La Thangue, 1999; Devgan et al., 2005).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen F2F1 und verschiedenen
DNA-Reparaturgenen, u.a. BRCA1und MSH2, besteht. Die Studien zeigten, dass eine verminderte
Expression von E2F1 gleichzeitig zu einer verminderten Expression dieser Gene fiihrte (Ren et al.,
2002; Wang et al., 2000). Dies konnte die verminderte Expression mehrerer DNA-Reparaturgene
nach Behandlung mit Oxaliplatin erkldren. Eine vermehrte Expression von CDKNIA, d.h. p21,
konnte verantwortlich sein fiir eine verminderte Expression von F2F'1, die wiederum verantwortlich
fiir eine verminderte Expression von DNA-Reparaturgenen sein konnte (Abbildung 6.3).

Weiterhin hatte Oxaliplatin kaum einen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung in A498 Zellen. Le-
diglich bei einer Inkubation von 50 pM zeigte sich ein minimaler Gg/M-Arrest nach 72 h. Im
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Gegensatz dazu fithrten Cisplatin und Carboplatin im Zuge der Zellzyklusverteilung zu deutli-
chen Verdnderungen. Die Zelle induziert einen Zellzyklusarrest nach einem DNA-Schaden, um sich
selbst mehr Zeit zur Reparatur zu geben. Da Oxaliplatin zu einer verminderten Expression von
DNA-Reparaturgenen fithrte, konnte postuliert werden, dass die Zelle keinen Versuch anstrebt,
den Schaden zu reparieren, sondern direkt die Apoptose einleitet. Eine fehlende DNA-Reparatur
kénnte weiterhin die negativen Ergebnisse von Bruno und Kollegen erkliaren, da erst durch DNA-
Reparaturprozesse sekundéar aus Crosslinks DNA-Strangbriiche enstehen. Entstehen sekundér keine
DNA-Strangbriiche sind sowohl der 4-H2AX als auch der Comet Assay negativ (Bruno et al., 2017).
Die Ergebnisse des Zellzyklus unterstreichen weiterhin die Hypothese, dass Oxaliplatin einen un-

terschiedlichen Wirkmechanismus wie Cisplatin und Carboplatin aufweist.

Abbildung 6.3: Zusammenhang des Zellzykluses und der DNA-Reparatur nach Behandlung
von A498 Zellen mit platinbasierten Substanzen. Eine Behandlung von A498 Zellen mit Cisplatin
und Carboplatin fiihrte zu einem p53-abhéngigen Zellzyklusarrest. Dadurch wurde der Zelle vermutlich mehr
Zeit fiir eine Reparatur der DNA gegeben. Im Gegensatz dazu kam es nach Behandlung mit Oxaliplatin zu
einem Fortschreiten des Zellzyklus. Dadurch kommt es vermutlich zu einer verminderten DNA-Reparatur.
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Reaktive Sauerstoffspezies und Inflammationsprozesse sind oft Ausloser fiir Nebenwirkungen indu-
ziert durch Chemotherapeutika. Auch fiir platinbasierte Chemotherapeutika wird postuliert, dass
sie zur vermehrten Bildung von ROS fithren. Die Untersuchung der oxdiativen Stressantwort auf

Genebene fiihrte jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis. Cisplatin fiihrte zu einer vermehrten Ex-
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pression von GPX2. Oxaliplatin induzierte eine vermehrte Expression von GPX1 und SOD2. Bei-
de Substanzen fiihrten gleichzeitig aber auch zu einer verminderten Expression von HMOX1 und
SEPP1. Aufgrund dessen lassen sich hier keine konkreten Aussagen treffen. Lediglich die Genexpres-
sion nach Behandlung mit Carboplatin legt nahe, dass Carboplatin zu keiner vermehrten Bildung
von ROS fiihrt. Funktionelle Assays fithrten zu keinem Ergebnis. Hier besteht folglich noch weiterer
Forschungsbedarf.

Als Inflammationsmarker wurde die Expression von IL-8 untersucht. Die Analyse ergab eine ver-
mehrte Expression des Gens nach Behandlung mit allen drei Substanzen, wobei Oxaliplatin die
deutlichste Veranderung hervorrief. Weiterhin sind auflerdem NF-xB sowie VEGFA an Inflammati-
onsprozessen beteiligt. Beide Gene, die fir das jeweilige Protein codieren, wurden durch Cisplatin
als auch Oxaliplatin vermehrt exprimiert, jedoch nicht durch Carboplatin. Reaktive Sauerstoffspe-
zies und Inflammationsprozesse stehen auflerdem in Korrelation zueinander, weshalb die Ergebnisse
weiterhin daraufhin deuten, dass Carboplatin nicht zur Bildung von ROS fiihrt. Fiir weitere Aus-

sagen missen dennoch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Das Ende der induzierten Signalkaskade ist der Zelltod. Hier zeigte sich fiir alle drei Substanzen
ein dhnliches Bild. Auf Genexpressionsebene wurden sowohl Gene des intrinsischen als auch des
extrinsischen Apoptosewegs vermehrt exprimiert. Dabei zeigten vor allem die p53-abhéngigen Gene
BBC8 und PMAIP1 eine deutliche vermehrte Expression. Eine durchflusszytometrische Untersu-
chung der Apoptose bzw. Nekrose und Spatenapoptose bestéitigte die Genexpressionsanalyse. Alle

drei Substanzen fiihrten bereits nach 24 h zur Induktion der Apoptose.

Die Untersuchungen der Wirkmechanismen der drei Substanzen in A498 Zellen offenbarten zusam-
menfassend deutliche Unterschiede zwischen den Substanzen. Aufgrund der langsameren Reaktions-
kinetik von Carboplatin fiihrte erst eine im Vergleich zu Cisplatin 10-fache Konzentration zu einem
vergleichbaren zytotoxischen Effekt. Die zelluldre Antwort der beiden Substanzen unterschied sich
grofitenteils kaum. Oxaliplatin hingegen zeigte einen hierzu abweichenden Wirkmechanismus. Im
Gegensatz zu Cisplatin und Carboplatin fiihrte eine Behandlung mit Oxaliplatin zu einer Zellzy-
klusprogression. Die Genexpressionsanalyse deutete weiterhin darauf hin, dass diese Progression
mit einer verminderten DNA-Reparatur einhergeht. Gemeinsam hatten dennoch alle drei Substan-
zen einen p53-abhéngigen Wirkmechanismus. Und letztenendes fiihrten alle drei Substanzen zur

Induktion der Apoptose.

Weitere Untersuchungen zu den Wirkmechanismen von platinbasierten Substanzen tragen aufer-
dem zur Entwicklung neuer Substanzen bei. Neueste Entwicklungen auf diesem Gebiet stellen
Platin(IV)-Komplexe dar. Aufgrund ihrer Struktur konnen sie zum einen als prodrug eingesetzt
werden, zum anderen sind sie aber auch weniger anféllig fiir Ligandensubstitutionen, weshalb sie
weniger reaktiv sind (Kenny et al., 2017). PN149 stellt als Platin(IV)-nitroxyl-Komplex einen die-
ser Komplexe dar. Es weist zusétzlich zwei lipophile Gruppen sowie einen Aminonitroxylliganden
auf. Angesichts des lipophilen Charakters der Substanz soll PN149 unabhéngig von Transportern

in die Zelle aufgenommen werden. Der Aminonitroxylligand birgt ein zusétzliches antioxidatives
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Potential, wodurch Nebenwirkungen, die durch ROS induziert werden, reduziert werden sollen.
Untersuchungen zeigten, dass dieser Komplex fahig war, die Cisplatin-Resistenz in einem Modell-
system aus einer sensitiven und einer resistenten Blasenkarzinomzelllinie zu {iberwinden (Cetraz
et al., 2017). In Anbetracht dessen wurde ebenfalls der Wirkmechanismus von PN149 in A498 Zellen
untersucht und mit den Wirkmechansimen von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin verglichen.
Zytotoxizitéitsstudien zeigten eine zu Cisplatin vergleichbare Zytotoxizitdt von PN149 in A498
Zellen. Untersuchungen zur intrazelluldren Akkumulation und DNA-Platinierung offenbarten eine
deutlich hohere Akkumulation von PN149, welche einherging mit einer héheren DNA-Platinierung
im Vergleich zu den anderen drei Substanzen. Trotz dieser hoheren DNA-Platinierung ergab sich
ein dhnlicher zytotoxischer Effekt von PN149 und Cisplatin. Demnach scheinen die durch PN149
gebildeten DNA-Schéden nicht so effektiv zu sein wie die von Cisplatin.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass sich die zelluldre Antwort nach PN149-induzierten DNA-
Schéden lediglich in ihrer Auspriagung zu der von Cisplatin unterschied. Die erstellten Genexpressi-
onsprofile &hnelten sehr stark denen von Cisplatin. Eine Untersuchung des p53 Proteinlevels offen-
barte ebenfalls ein erhohtes Level. Allerdings war dies erst ab der hochsten Konzentration (50 pM)
erhoht und weiterhin weniger erhéht als nach einer Inkubation mit Cisplatin. Das Proteinlevel
dhnelte viel mehr dem von Carboplatin. Die DNA-Schadensantwort und -Reparatur beinhaltete
gleichermafien wie fiir Cisplatin eine vermehrte Expression von p53-abhéngigen Genen. Gleiches
zeigte sich weiterhin bei zellzyklus- und proliferationsbeteiligten Genen. PN149 fiihrte zu einer Ver-
dnderung in den Genen CDKNI1A, PLK3 sowie PPM1D. Trotz niedrigerem p53 Proteinlevel zeigte
sich hier dennoch eine Verdnderung auf demselben Niveau wie fiir Cisplatin. Der Hinweis auf ei-
nen Zellzyklusarrest, den die Genexpression ergab, konnte durch die Zellzyklusverteilung bestétigt
werden. PN149 fithrte nach 24 h zu einem S-Phasenarrest, der nach 48 h in einen Gg/M-Arrest
iiberging. Damit entsprechen die Verdnderungen in der Zellzyklusverteilung denen von Cisplatin
und Carboplatin.

Aufgrund seines Aminonitroxylliganden wird PN149 eine antioxidative Wirkung zugesprochen. In
einem zellfreien Assay aus bakterieller supercoiled DNA zeigte sich, dass PN149, im Vergleich zu
Cisplatin, nicht zu oxidativen Basenschiden in der DNA fiihrte (Cetraz et al., 2017). Auf Genex-
pressionsebene zeigte sich jedoch ein dhnliches Bild wie fiir Cisplatin, wenn auch nicht so stark
ausgeprigt. Da sich fiir Cisplatin keine konkrete Aussage treffen lie3, ldsst sich auch fiir PN149
keine Aussage beziiglich oxidativem Stress treffen. Weitere Methoden, die zur Untersuchung von
oxidativem Stress durchgefiihrt wurden, ergaben kein Ergebnis. Deshalb besteht hier noch weiterer

Forschungsbedarf.

Inflammationsprozesse sind wie oxidativer Stress oft an Nebenwirkungen von Chemotherapeutika
beteiligt. Studien zeigten, dass Nitroxyl-Radikale eine potentielle anti-inflammatorische Wirkung
aufweisen konnten (Flores-Santana et al., 2012; Soule et al., 2007). Die Untersuchung des Inflamma-
tionsmarkers IL-8 zeigte auf Genebene kaum eine Verdnderung nach Behandlung der Zellen mit
PN149. Diese potentielle anti-inflammatorische Wirkung koénnte jedoch auch auf die antioxidative

Eigenschaft der Substanz zuriickzufiihren sein, da ROS zu einer Induktion von Inflammations-
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prozessen fithren konnen (Soule et al., 2007). Aulerdem handelt es sich bei IL-8 nur um einen
Inflammationsmarker, weshalb hier eine Untersuchung weiterer Inflammationsmarker fiir genauere
Aussagen notig ware.

Wichtigster Schritt in der Wirkung eines Chemotherapeutikums ist die Induktion des Zelltods. Cis-
platin, Carboplatin und Oxaliplatin 16sten alle den Zelltod iiber die Apoptose aus. Gleiches konnte
fiir PN149 gezeigt werden. Das Genexpressionsprofil von apoptosebeteiligten Genen zeigte aufler-
dem eine vermehrte Expression von p53-abhingigen Genen nach Behandlung von A498 Zellen mit
PN149. Damit dhneln sich alle vier Substanzen im Bezug auf die Einleitung der Apoptose. Um
weiter zwischen intrinsischem und extrinsischem Apoptoseweg unterscheiden zu kénnen, wurde ein
Assay zur spezifischen Caspaseaktividt durchgefiihrt. Dieser legte dar, dass PN149 vergleichbar mit
Cisplatin sowohl den intrinsischen als auch den extrinischen Apoptoseweg induziert.
Zusammenfassend offenbarte sich fiir PN149 ein Wirkmechanismus, der dem von Cisplatin und
Carboplatin entspricht (Abbildung 6.4). Obwohl PN149 ebenfalls wie Oxaliplatin einen sperrigen
Liganden aufweist, zeigten sich hier kaum Gemeinsamkeiten. Ein deutlicher Unterschied zeigte sich
jedoch fiir PN149 in der Aufnahme und der DNA-Platinierung. Hier konnten fiir PN149 héhere Wer-
te fiir beide Parameter ermittelt werden. Trotz einer héheren DNA-Platinierung konnte dennoch
keine stiarkere zytotoxische Wirkung festgestellt werden. Im Zuge dessen miissten weitere Unter-
suchungen im Bezug auf DNA-Schadensantwort und -Reparatur durchgefithrt werden. Eventuell
werden durch PN149 induzierte DNA-Schéden vermehrt repariert. Obwohl Cisplatin und PN149
auf molekularer Ebene kaum einen Unterschied in der DNA-Schadensantwort und -Reparatur auf-
wiesen, konnte es einen Unterschied auf funktioneller Ebene geben. Dennoch erwies sich PN149 als
duflerst effektiv in A498 Zellen.

Neben dem Vergleich der antineoplastischen Wirkung ist es weiterhin essentiell, Nebenwirkungen
der Substanzen zu untersuchen. Dosislimitierende Nebenwirkung von Cisplatin ist die Nephroto-
xizitdt. Jeder dritte Patient leidet nach Cisplatin Behandlung unter renalen Schéden, die sich
auch nach dem Ende der Behandlung weiterhin manifestieren kénnen (Barabas et al., 2008; Pabla
et al., 2008). Der genaue Mechanismus ist bis heute nicht genau erforscht. Mogliche Griinde fiir
die Nephrotoxizitat finden sich in der erhdhten Akkumulation in der Niere, der Bildung von ROS,
Inflammationsprozessen, DNA-Schédden, p53, der Induktion der Apoptose sowie der Bildung eines
Nephrotoxins durch GSH (Manohar und Leung, 2018). Folglich spielt eine Vielzahl an moglichen
Mechanismen eine Rolle.

Carboplatin und Oxaliplatin fithren in der Klinik beide nicht zu renalen Schiden. Uberraschender-
weise gibt es in der Literatur kaum Studien, die den Einfluss der drei Substanzen auf Nierenzellen
vergleichend untersuchen. Die wenigen Studien, die existieren, wurden oft entweder in weniger ge-
eigneten in vitro Modellen oder in vivo Versuchen, welche schlecht {ibertragbar auf den Menschen
sind, durchgefithrt (Huang, 2001; Jang et al., 2013; Kriiger et al., 2015; Tiong et al., 2014). Humanes
Primérgewebe wiirde sich fiir in vitro Untersuchungen am besten eignen, aufgrund der begrenzten
Verfligharkeit sind hier ausgiebige Studien jedoch schwierig zu realisieren (Sédnchez-Romero et al.,

2016). Aufgrund dessen wurde nach ausgiebiger Recherche entschlossen, die Studien zum nephro-
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Abbildung 6.4: Wirkmechanismus von PN149 in A498 Zellen. PN149 fiihrt in der Zelle zur Pla-
tinierung der DNA. Diese DNA-Schéden verursachen eine Signalkaskade iiber p53. Dabei werden sowohl
DNA-Reparaturgene sowie zellzyklusbeteiligte Gene vermehrt exprimiert. Dadurch kommt es zu einem Zell-
zyklusarrest, wihrend dem die Zelle versucht den Schaden zu beheben. Ist der Schaden zu grof}, wird sowohl
iiber den intrinsischen als auch den extrinsischen Weg die Apoptose eingeleitet.

toxischen Potential der Substanzen in ciPTEC Zellen durchzufiihren. Hierbei handelt es sich um
immortalisierte Zellen des proximalen Tubulus, die bei 33 °C proliferieren und letztlich bei 37 °C
wieder ausdifferenzieren. Sie wurden explizit im Hinblick auf Transportstudien im Zuge von Nephro-
toxizitatsstudien entwickelt und charakterisiert (Wilmer et al., 2010).

Die Untersuchung der relativen Zellzahl offenbarte, dass alle vier platinbasierten Substanzen ein
hohes toxisches Potential in ciPTEC Zellen aufwiesen. Die IC5y Werte der Substanzen waren durch-
weg niedriger als in den A498 Zellen. PN149 wies dabei den niedrigsten Wert auf. In in vitro Studien
in MDCK und HEK293 Zellen sowie einer weiteren Studie in NRK-52E Zellen wurden dhnliche zy-
totoxische Wirkungen von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin ermittelt (Kriiger et al., 2015;
Zhang et al., 2006). Keine dieser Studien merkte jedoch den Umstand an, dass offensichtlich alle
Substanzen toxisch auf die verwendeten Nierenzellen sind. Dies spiegelt jedoch nicht die Realitét
in der Klinik wieder. Demnach muss der niedrige 1C59 Wert von PN149 in ciPTEC Zellen nicht
unbedingt auf eine potentielle nephrotoxische Wirkung der Substanz deuten.

Aufnahmestudien der Substanzen in ciPTEC Zellen offenbarten, wie bereits in den A498 Zellen,
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eine etwa 20-fache Aufnahme von PN149 im Vergleich zu den anderen Substanzen. Cisplatin, Oxa-
liplatin und Carboplatin zeigten untereinander dhnliche Aufnahmewerte. Auch in einer anderen in
vitro Studie in HEK293 Zellen konnte kein Unterschied in der Akkumulation der Substanzen festge-
stellt werden (Yonezawa et al., 2006). In einer in vivo Studie zeigte sich jedoch eine deutlich hohere
Akkumulation von Cisplatin in der Niere im Vergleich zu Carboplatin und Oxaliplatin. In eigenen
Untersuchungen sowie einer weiteren Studie aus der Literatur (Ludwig et al., 2004) offenbarten
sich Unterschiede in der Aufnahme von Zellen kultiviert in einem Transwellsystem und Zellen kulti-
viert in einer Zellkulturschale. Zum einen unterscheidet sich die Aufnahme im Transwellsystem bei
Applikation der Substanzen entweder in das basolaterale oder das apikale Kompartiment (Ludwig
et al., 2004). Zum anderen nahmen Zellen kultiviert in einem Transwellsystem nur einen Bruchteil
der Substanzen auf im Vergleich zur Kultivierung in der Zellkulturschale. Dies verdeutlicht die
Schwachstelle von einfachen in vitro Modellen. Aufgrund der vielseitigen und komplexen Transport-
vorgénge in der Niere reicht ein Modell in einer einfachen Zellkulturschale nicht aus.

Dennoch wurden fiir alle Substanzen Genexpressionsprofile in ciPTEC Zellen angefertigt. Hierbei
zeigte sich zwar ein deutlicher Unterschied zur antineoplastischen Wirkung in A498 Zellen, jedoch
konnten zwischen den Substanzen kaum Unterschiede ausgemacht werden. Auch in den ciPTEC
Zellen kam es zu einer vermehrten Expression des p53-Gegenspielers MDM2. Weiterhin wurden
weitere pb3-Targetgene beziiglich der DNA-Schadensantwort und -Reparatur, dem Zellzyklus sowie
der Apoptose vermehrt exprimiert. Demnach scheinen die Substanzen auch in ciPTEC Zellen einen
pb3-abhéngigen Mechanismus auszulosen.

Alle Substanzen fithrten aulerdem zu einer vermehrten Expression der HR beteiligten Gene BRCA 1,
BRCA2 und RADS51. Diese wurden im Falle von Oxaliplatin in A498 Zellen noch vermindert expri-
miert. Demnach scheint sich die antineoplastische Wirkung von Oxaliplatin zu der im Normalgewebe
deutlich zu unterscheiden. Die vermehrte Expression der Reparaturgene deutet auf eine Induktion
von Doppelstrangbriichen hin. Diese entstehen durch platinbasierte Substanzen erst sekundér wah-
rend der Reparatur der Crosslinks.

Eine vermehrte Induktion von Reparaturgenen deutet auf einen Zellzyklusarrest hin. Normalerweise
durchlaufen ausdifferenzierte Normalzellen keinen Zellzyklus mehr, sondern befinden sich in der Go-
Phase. Durch DNA-Schiden kénnen die Zellen aber in die G1-Phase iibergehen und den Zellzyklus
durchlaufen (Price et al., 2009). Die Genexpressionsanalyse von zellzyklus- und proliferationsbetei-
ligten Genen deutete auf diesen Umstand hin. Alle vier Substanzen fithrten zu einer vermehrten
Expression der proliferationsbeteiligten Genen CCND1, E2F1, PCNA und JUN. Auflerdem wurde
das FE2F1 regulierende Gen MY(C durch alle Substanzen vermehrt exprimiert. Demnach scheinen
ciPTEC Zellen durch Behandlung mit den platinbasierten Chemotherapeutika in einen Proliferati-
onsstatus iberzugehen. Weiterhin wurden die p53-abhéngigen Gene CDKN1A, PLK3 und PPM1D
vermehrt exprimiert. Dies spricht wiederum fiir einen Zellzyklusarrest. Eine Abfolge an Proliferati-
on und Zellzyklusarrest deutet darauthin, dass ciPTEC Zellen zunéchst versuchen, DNA-Schidden
zu reparieren, bevor sie den Zelltod einleiten. Um weitere Aussagen iiber den Zellzyklus und die

DNA-Reparatur treffen zu kénnen, missten hierzu allerdings noch weitere Studien durchgefiihrt
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werden.

Oxidativer Stress und Inflammationsprozesse stellen weitere postulierte Mechanismen der Cisplatin-
induzierten Nephrotoxizitdt dar. Dabei konnen vermehrt reaktive Sauerstoffspezies durch eine ver-
minderte Expression von antioxidativen Enzymen sowie einer GSH Depletion entstehen (Hanigan
und Devarajan, 2003). Sie konnen aber auch durch mitochondriale Schiden oder Fehlregulation in
den Mitochondrien vermehrt induziert werden (Yang et al., 2014). CiPTEC Zellen zeigten fiir alle
vier Substanzen eine verminderte Expression der antioxidativen Enzyme CAT und SOD2 nach Be-
handlung mit der jeweiligen platinbasierten Substanz. Eine vermehrte Expression des Gens GCLC,
das an der GSH Synthese beteiligt ist, deutete auflerdem auf eine Verdanderung im GSH Spiegel hin.
Neben der verminderten Expression von CAT und SOD2 wurde SOD1 durch alle Substanzen ver-
mehrt exprimiert. SOD2 und SOD1 codieren beide fiir die Superoxiddismutase, sie unterscheiden
sich aber in der Lokalistation. SOD2 wird in den Mitochondrien und SODI im Zytoplasma expri-
miert (Zelko et al., 2002). Dies kénnte folglich auf eine Beeinflussung der Mitochondrien hindeuten.
Weitere Untersuchungen wéren hierfiir aber fiir genauere Aussagen von Né&ten.

Neben bereits erwéhnten Genen wurden auflerdem durch alle Substanzen die Gene HMOX1, TFRC,
TXN und TXNRD1 vermehrt exprimiert. Eine vermehrte Expression dieser Gene deutet auf ver-
mehrte Oxidationsvorginge hin. Aulerdem wurde der allgemeine Stressmarker HSPA 1A durch alle
vier Substanzen vermehrt exprimiert.

Die Daten der Genexpressionsanalyse von oxidativen Stressantwortgenen deuten zusammenfassend
auf eine vermehrte Induktion von oxidativem Stress durch alle vier Substanzen hin.

Obwohl alle vier Substanzen vermutlich oxidativen Stress auslosen, fithrten nur Cisplatin und Oxa-
liplatin zu einer vermehrten Induktion des Inflammationsmarkers IL-8. PN149 und Carboplatin
fithrten hingegen zu einer verminderten Expression des Gens. Beide Gene zeigten bereits in A498
Zellen keine relevante inflammatorische Antwort. Als Regulator von weiteren Inflammationsgenen
gilt NF-kB (Vyas et al., 2014). Eine Untereinheit des Komplexes NFKB2 wurde durch Cisplatin
und Oxaliplatin ebenfalls vermehrt exprimiert, nicht aber durch PN149 und Carboplatin. Demnach
deuten die Ergebnisse nur auf eine inflammatorische Response von Cisplatin und Oxaliplatin hin.

Es stellte sich heraus, dass der Zelltod, der letztlich bei einer Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitat
eingeleitet wird, bei hohen Dosen iiber die Nekrose und bei niedrigen Dosen iiber die Apoptose
eingeleitet wird (Lau, 1999; Lieberthal et al., 1996). Im Zuge der Apoptose soll sowohl der intrinsi-
sche als auch der extrinsische Weg induziert werden (Pabla et al., 2008). Die Genexpressionsanalyse
von apoptosebeteiligten Genen offenbarte eine deutlich vermehrte Expression von PMAIP1 durch
alle vier Substanzen, wobei Cisplatin und Oxaliplatin die stdrksten Verdnderungen aufwiesen. Cis-
platin zeigte generell die stirksten Verdnderungen der apoptosebeteiligten Gene. Dabei wurden
die proapoptotischen Gene BBC3, APAF1, BAX und TNFRSF10B vermehrt exprimiert. Cisplatin
scheint folglich die Apoptose sowohl iiber den intrinsischen als auch den extrinsischen Weg zu indu-
zieren. Alle anderen Substanzen fiihrten neben PMAIP1 nur zu einer vermehrten Expression von
TNFRSF10B. Dies deutet folglich ebenfalls auf eine Induktion der Apoptose {iber den intrinsischen

und den extrinsischen Weg hin. Weitere Untersuchungen sind auch hier noch nétig, um genauere
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Aussagen treffen zu kénnen. Eine Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose wére hier inter-
essant, da PN149 zu deutlich weniger Veranderungen fiihrte, obwohl es zytotoxischer in ciPTEC
Zellen ist. Eventuell konnte hier der Zelltod vermehrt iiber die Nekrose eingeleitet werden.

Es zeigte sich zusammenfassend folglich, dass alle vier Substanzen zu einer vergleichbaren zellula-
ren Antwort in ciPTEC Zellen fithrten. Beziiglich der Cisplatin-induzierten Nephrotoxizitit deutet
dies darauf hin, dass sofern alle Substanzen in die Zelle gelangen, sie alle zu zelluldren Schiaden fiith-
ren wiirden. Demnach scheinen vor allem Transportprozesse das Problem der Cisplatin-induzierten

Nephrotoxizitdt darzustellen.

Abschlielend wurde das ciPTEC Modell mit renalem Normalgewebe verglichen. Hierfiir wurde eine
Genexpressionsanalyse mit 20 pM Cisplatin in Normalgewebe durchgefiihrt. Ein Vergleich der Gen-
cluster zeigte, dass die zelluldre Antwort in Normalgewebe in geringerem Mafle ausgeprégt war als
in ciPTEC Zellen. CiPTEC Zellen sind folglich sensitiver gegeniiber platinbasierten Chemothera-
peutika. Hierbei gilt jedoch die Spendervarianz von Normalgewebe zu beachten, da jeder Spender
eine andere genetische Varianz mit sich bringt. Da nur Probenmaterial von zwei verschiedenen
Spendern untersucht wurde, konnte hier nicht die vollstdndige Varianz ermittelt werden. Es wére
demnach notwendig, weiteres Probenmaterial von verschiedenen Spendern zu untersuchen. Hier
offenbart sich das Problem von Normalgewebe. Es spiegelt zwar die in vivo Bedingungen am besten
wider, jedoch ist es nur sehr begrenzt verfiigbar. In Anbetracht dessen scheinen ciPTEC Zellen eine
geeignete Alternative zu sein.

Weiterhin muss aber auch beachtet werden, dass ein normales Zellkulturmodell offensichtlich nicht
die Klinik wiederspiegeln kann. In den hier durchgefithrten Studien zeigte sich, dass alle platinba-
sierten Chemotherapeutika zytotoxisch in Nierenzellen waren. In der Klinik ist aber nur Cisplatin
nephrotoxisch. Demnach kann auch fiir PN149 keine abschlieBende Aussage iiber dessen nephrotoxi-
sches Potential getroffen werden. Hierzu miissten weitere Studien in weiteren Modelle durchgefiihrt
werden. Allein die Kultivierung in einem Transwellsystem zeigte deutliche Unterschiede in der Auf-
nahme von Cisplatin. Ein weiterentwickeltes Modell stellt der sogenannte kidney-on-a-chip dar.
Dabei konnen auf einer Membran kultivierte Nierenzellen mit einem Fluid umstrémt werden, wo-
durch ein tubulédrer Fluss entsteht, der zum einen Scherkréfte auf die Zellen ausiibt, zum anderen
werden die Zellen dadurch mit Nahrstoffen versorgt und gleichzeitig Ausscheideprodukte abtrans-
portiert. Dadurch lassen sich Transportprozesse, die die Niere hauptsichlich ausmachen, besser
simulieren. Bisher gibt es, im Gegensatz zu anderen Organen, jedoch noch kein validiertes Modell,
das fiir Nephrotoxizitdtsstudien eingesetzt werden kann. In vivo Studien bringen das Problem der
Interspeziesvariationen mit sich. Viele Medikamente, die in in vivo Studien kein nephrotoxisches Po-
tential aufwiesen, fallen in der klinischen Phase durch, da sie im Menschen doch zu Nierenschidden

fihren. Folglich besteht hier noch groffler Forschungsbedarf.
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ANHANG A

Anhang

A.1 Chemikalien

Tabelle A.1: Auflistung der verwendeten Chemikalien sowie deren Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

RPMI-1640

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent
2x Assay Loading Reagent

2x TagMan® PreAmp Master Mix
AAS-Platinstandard (1 g/L in 10 % HCI)
Albumin Fraktion V

Amersham ECL Western Blotting Detection
Ammoniumacetat, > 96 %, p.A.
Ammoniumpersulfat (APS)

Annexin V-FITC

BioRad Bradfordreagenz

Calciumchlorid

Carboplatin (10 mg/mL)

CasyTon®

Chloroform, HPLC grade

Cisplatin (1 g/L)

DAPI (CyStain® DNA /Protein)
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Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fluidigm (San Francisco)
Fluidigm (San Francisco)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Perkin Elmer (Rodgau)

Roth (Karlsruhe)

GE Healthcare (Buckinghamshire)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

BioLegend (San Diego)

BioRad (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

Accord Healthcare (Miinchen)
Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Stédtisches Klinikum Karlsruhe
Sigma-Aldrich (Steinheim)
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D-Glucose (CELLPURE®), > 99,5 %, p.A.
Dimethylsulfoxid (DMSO), > 99 %, p.A.
di-Natriumhydrogenphosphat, > 99 %, p.A.
DMEM-Ham’s/F12 phenolrotfrei

DNA Suspension Buffer

EDTA Di-Natriumsalz Dihydrat
Epidermal Growth Factor (EGF)

Ethanol (96 %)

Exonuklease I (20 U/uL)

Exonuklease Reaktionspuffer

Fetales Kélberserum (FKS)
Giemsa®-Farbelosung

Glycerin (Rotipuran®), > 99,5 %, p.A.
Glycin®, > 99 %, p.A.

Hydrocortison

Insulin, Transferrin, Selen (ITS)
Isoamylalkohol

Kaliumchlorid, > 99 %, p.A.
Kaliumhydrogenphosphat, > 99 %, p.A.
Magnesiumchlorid, > 98,5 %
Magnesiumsulfat, 98,2 %

Methanol, HPLC grade

Milchpulver

Natriumchlorid, > 99,5 %, p.A.
Natriumhydrogencarbonat, > 99,5 %, p.A.
Oxaliplatin (5 mg/mL)

PAGE Ruler Prestained Protein Ladder (10 - 170 kDa)
PCR Certified Water
Penicillin/Streptomycin (P: 5000 U/mL, S: 5 mg/L)
PN149

Primer Eurofins
Primer Fluidigm
Propidiumiodid (PI) (1 g/L)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Gibco, Thermo Fisher Scientific,
(Dreieich)

TEKnova (Kristiansand)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

New England Bio Labs (Frankfurt)
New England Bio Labs (Frankfurt)
Invitrogen (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

VWR International (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Accord Healthcare (Miinchen)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
TEKnova (Kristiansand)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Vasily Sen

(Insitute of Problem,

of Chemical Physics,

Russian Academy of Sciences,
Chernoglovka, Moskow Region,
142432 Russian Federation)
Eurofins (Ebersberg)

Fluidigm (San Francisco)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete)
Proteinase K

Roti®-Load 1 4x (Ladepuffer)
Roti®-Phenol

Rotiphorese® (Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (40 %))

Rotisol (Ethanol 100 %)
Salpetersiaure Supra Qualitit (65 %)
SDS (10 %)

SsoFastTM EvaGreen® Supermix mit Low ROX

Staurosporin (1 mM)

TEMED

TE-Puffer

Triiodthyronin

Tris Ultra Qualitéat

Triton X 100

Trypsin, 0,25 % Trypsin in EDTA
Tween® 20

Wasserstoffperoxid Supra Qualitét (30 %)

Roche (Mannheim)

Merck Millipore (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe
Roth (Karlsruhe
Roth (Karlsruhe
Roth (Karlsruhe
Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
BioRad (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
TEKnova (Kristiansand)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

~ ~— ~— ~—

A.2 Puffer und Losungen

Tabelle A.2: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen.

Puffer /Losungen Zusammensetzung
0,01 M Tris
Extrakti ffer (pH 8,0) 0,1 M EDTA
xtraktion T ,
arhionspuier ip 0,5 % SDS

HBSS (pH 7,4)

20 pg/mL RNase A (hitzeinaktiviert)

1,26 mM CaCl,
0,5 mM MgCly
0,4 mM MgSOy
5,3 mM KCl

0,4 mM KHyPOy4
4,2 mM NaHPO4
138 mM NaCl

0,3 mM NagHPO,4
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5,6 mM D-Glucose

0,25 M Tris
Laufpuffer (10x) .
1,92 M Glycin
25 mM Tris
Laufpuffer (1x) 192 mM Glycin
0,1 % SDS

50 mM Tris-HCl

250 NaCl
Lyseputffer
1 mM EDTA
0,1 % Triton X-100
0,1 M NaCl
0,0045 M KCl1
PBS (pH 74)
0,007 M NagHPO4
0,003 M KH2POy4
PBS-EDTA (pH 7,4) 0,5 mM EDTA in PBS
PBST 0,05 % Tween in PBS
147 mM NaCl
Ringer-Losung 402 mM KCl

297 mM CaCly

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
TE-Puffer (pH 8,0)
6,25 mM EDTA
25 mM Tris
Transferpuffer 192 mM Glycin

20 % Methanol

Trypsin-Losung 0,25 % Trypsin in PBS-EDTA
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A.3 Antikorper

Tabelle A.3: Verwendete Antikérper und deren Hersteller.

Antikorper

Hersteller

p53 (DO-7, monoclonal mouse)
donkey anti-mouse

ERK2 (polyclonal rabbit)
donkey anti-rabbit

DAKO (Santa Clara)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz)

A.4 Verwendete Kits

Tabelle A.4: Verwendete Kits und deren Hersteller.

Verwendetes Kit

Hersteller

qScript™ ¢cDNA Synthesis Kit
NucleoSpin RNA Plus Kit
Caspase-Glo 8/9 Assay Systems

QuantaBio (Beverly)
Macherey-Nagel (Diiren)
Promega (Madison)

A.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle A.5: Verwendete Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

1,2 mL Sample Cups (AAS)

1,5/2 mL Eppendorf-Reaktionsgefafie
15 mL/50 mL Plastik-Zentrifugenréhrchen
96-well Optical Plate PolymerBase
96-well Platte

Casy-Cups

Dynamic Array IFC

Einmalspritzen (10 mL)

Handschuhe (Latex)

Handschuhe (Nitril)

Kaniilen (Sterican®) 1,20 x 40 mm
Kryoréhrchen

Parafilm

Perkin Elmer (Rodgau)

Sarstedt (Niimbrecht)

Sarstedt (Niimbrecht)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
TPP (Trasadingen)

Roche (Mannheim)

Fluidigm (San Francisco)
B.Braun (Melsungen)

VWR International (Darmstadt)
Ansell (Richmond)

B.Braun (Melsungen)

Sarstedt (Niimbrecht)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Pipettenspitzen 1 - 200 pL
Pipettenspitzen 10 - 100 pL
Pipettenspitzen 10 pL
Pipettenspitzen 100 - 1000 nL
Pipettenspitzen 5 mL
Pipettenspitzen 5 mL

PVDF Membran

Sterilfilter

Sterilindikatorband Autoklav
Sterilindikatorband Heilluftsterilisator
Whatmanpaper
Zellkulturflasche (T25, T75)
Zellkulturschale (6, 20, 15 cm)

Ratiolab (Deieck)

Sarstedt (Niimbrecht)
Metler-Toledo (Giefien)

Brandt (Wertheim)

Eppendorf (Hamburg)

Brandt (Wertheim)

GE Healthcare (Buckinghamshire)
VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (Niimbrecht)

Sarstedt (Niimbrecht)

A.6 Instrumente und Software

Tabelle A.6: Auflistung der verwendeten Instrumente und Software sowie deren Hersteller.

Instrument /Software

Hersteller

Atomabsorptionsspektrometer PinAAcle 900 T
Autoklav D-150

Biomark

Brutschrank Heracell 150i

Casy® TTC Cell Couter & Analyser System
Centrifuge 5417R

Centrifuge 5810R

Colony Counter BZG-30
Durchflusszytometer LSR, Fortessa
Eismaschine

Electrophoresis power supply PowerPac Basic
Eppendorf Pipette 1000-5000 pl

Eppendorf Pipette 100-1000 nl

Eppendorf Pipette 10-100 pl

Eppendorf Pipette 2,5-10 ul

Eppendorf Pipette 20-200 pl

Feinwaage BP 61 S

Galaxy Mini Centrifuge

Gelelektrophorese Kammer

Gelhalter Mini-PROTEAN Tetra System

Perkin Elmer (Waltham)

Systec (Linden)

Fluidigm (San Francisco)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Roche (Mannheim)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

WTW (Weilheim )
Becton-Dickinson (Heidelberg)
Ziegra (Isernhagen)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Sartorius (Gottingen)

VWR International (Darmstadt)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Bio-Rad (Hercules, USA)
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Glaspipetten 5, 10, 20 ml
HeiBluftsterilisator

Heizschiittler Thermomixer C

IFC Controller HX

Laborspiilmaschine Professional G7883
Luminescent Image Analyzer LLAS-3000
Megafuge 1.0

MicroCentrifuge

Mikroskop Axiovert 40C

Multipette Distriman

Multipipette Pipete Lite XLS® 0,5-10 nl
NanoQuant Platte

PCR Workstation Pro

pH-Meter 3210

Pipetus®

Reinstwasseranlage Milli-Q

Software AA Winlab 322

Software AIDA Image Analyzer
Software BD FACSDiva

Software Fluidigm Real Time PCR, Analysis
Software GenEx

Sterilwerkbank HER AsafeKS

T100 Thermal Cycler

Taumler 3012

Tecan Infinite M200 PRO
Tischzentrifuge Eppireaktionsgefife
Vortex-Genie 2T

Waage VWR, 1502

Wasserbad

Roth (Karlsruhe)

Memmert (Biichenbach)
Eppendorf (Hamburg)

Fluidigm (San Francisco)

Miele (Giiterloh)

Fujifilm (Diisseldorf)

Heraeus (Hanau)

Roth (Karlsruhe)

Carl Zeiss AG (Feldbach)

Gilson (Limburg an der Lahn, D)
Mettler Toledo (Giefien)

Tecan Group (Crailsheim)
Peqglab (Erlangen)

WTW (Weilheim)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Merck Millipore (Darmstadt)
Perkin Elmer (Waltham)

Raytest (Straubenhardt)
Becton-Dickinson (Heidelberg)
Fluidigm (San Francisco)

MultiD Analyses (Goteborg)
Thermo Scientific (Langenselbold)
BioRad (Miinchen)

GFL (Burgwedel)

Tecan Group (Crailsheim)

VWR International (Darmstadt)
Scientific Industries (New York)
Sartorius (Gottingen)

Memert (Schwabach)

A.7 Genliste der Hochdurchsatz RT-qPCR

In Tabelle A.7 sind alle Gene in ihren zugehorigen Genclustern aufgelistet, die in der Hochdurchsatz
RT-qPCR verwendet wurden. Die Primersequenzen der jeweiligen Gene sind (Fischer et al., 2016)

zu entnehmen.



Tabelle A.7: Auflistung der Gencluster sowie deren Gene der Hochdurchsatz RT-qPCR.

Trans- DNA- Zell- (oxidative) Inflam- Apoptose Fremd- Metall- Referenz-
kriptions- Schadens- zyklus Stress- mations- stoff- homo- gene
faktoren antwort und antwort marker metabo- ostase

und Pro- lismus

-Reparatur liferation
AXIN2 APEX1 CCND1 CAT 1L-8 APAF1 ABCBI1 MTi1X ACTB
BTRC ATM CDKN1A FTH1 BAX ABCC1 MT2A B2M
JUN ATR CDKN1B G6PD BB(C3 ADHIB SLC30A1 GAPDH
KEAP1 BRCA1 CDKN2B GCLC BCL2 ALDHI1A1 GUSB
MAP3K5 BRCA2 E2F1 GPX1 BCL2L1 CYP1A1 HPRT1
MDM2 DDB1 EGFR GPX2 PMAIP1 EPHX1
NFE2L2 DDB2 MYC GSR TNFRSF10B GSTPI1
NFKB1 DDIT3 PLK3 HMOX1 XIAP NATI1
NFKB2 ERCC1 PPM1D HSPA1A NQO1
NFKBIA ERCC2 SIRT?2 PRDX1 SULT1A1
TP53 ERCCY SEPP1 UGT1A
VEGFA ERCC5 SOD1

GADD45A SOD2

LIG1 TFRC

LIGS TXN

MGMT TXNRD1

MLH1

MSH?2

0GG1

PARP1

PCNA

POLB

POLD1

RAD50

RADS51

RRMZ2B

XPA

XPC

XRCCS5

091

ONVHNYV 'V ONVHNV
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Erganzende Daten

B.1 DNA-Platinierung in A498 Zellen

Tabelle B.1: Auflistung der Einzelwerte der DNA-Platinierung in A498 Zellen aller platinbasierten Sub-
stanzen.

[nmol Pt/g DNA]
V1 V2 V3 Mittelwert SD

Cisplatin 369,6 138,5 6424 383,56 252,2
Carboplatin 26,2 883,8 7,8 306,0 500,6
Oxaliplatin 64,5 2134 1704 149,5 76,6
PN149 572,3 689,8 641,2 634,4 59,0
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B.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptose in A498
Zellen nach Behandlung mit 200 ntM Carboplatin

Tabelle B.2: Prozentuale Verteilung von A498 Zellen nach Behandlung mit 200 pM Carboplatin in apop-
totische, nekrotische + spéat-apoptotische und lebende Zellen.

Apoptose Nekrose 4 spate Apoptose Lebende Zellen
Mittelwert [%] =+ SD [%] Mittelwert (%] =+ SD [%] Mittelwert [%] =+ SD [%]
Oh 15 7 6 2 72 3
24 h 32 10 9 2 59 11
48 h 35 11 9 2 55 13
72 h 32 10 6 0 62 10
96 h 10 1 5 0 83 1
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B.3 Untersuchungen der Wirkmechanismen von Cisplatin und
PN149 in RT112 Zellen

Zusétzlich zu den Untersuchungen in den A498 Zellen wurden die Wirkmechanismen von Cisplatin
und PN149 in RT112 Zellen untersucht. Dabei wurden Genexpressionsprofile erstellt sowie verschie-

dene Untersuchungen auf funktioneller Ebene angestellt.

B.3.1 Einfluss von p53

Cisplatin PN149

0 10 20 50 10 20 50 [uM]

e . e — P53

o e ERK2

———-—_

Abbildung B.1: Proteinlevel von p53 nach Inkubation mit Cisplatin bzw. PN149. RT112 Zellen
wurden fiir 1 h mit verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin bzw. PN149 inkubiert und fir 24 h weiter-
kultiviert. Mittels Immunoblot wurde das p53 Proteinlevel bestimmt, wobei ERK2 als Ladekontrolle diente.
Es wurden drei voneinander unabhéngige Versuche durchgefiihrt, wobei ein Versuch exemplarisch dargestellt
ist.
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Abbildung B.2: Semiquantitative Auswertung der Immunoblots von p53 in RT112 Zellen nach
Inkubation mit Cisplatin bzw. PIN149. Es erfolgte eine 1 h Inkubation von RT112 Zellen mit verschie-
denen Konzentrationen an Cisplatin bzw. PN149. Im Anschluss wurden die Zellen fiir weitere 24 h kultiviert.
Zur semiquantitativen Auswertung wurden die Bandenintensitdten der Ladekontrolle ERK2 miteinberech-
net und auf die Kontrolle normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei voneinander unabhéngigen
Versuchen + Standardabweichung.
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B.3.2 DNA-Schadensantwort und -Reparatur

DNA-Schadensantwort und -Reparatur

DDB1
DDB?2
DDIT3 3
GADD45A 2
)
LIG1 10
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Abbildung B.3: Genexpressionsprofile von DN A-Schadensantwort und -Reparaturgenen in
RT112 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin bzw. PN149. RT112 Zellen wurden fiir 1 h mit ver-
schiedenen Konzentrationen an Cisplatin bzw. PN149 inkubiert und im Anschluss fiir weitere 24 h kultiviert.
Mit Hilfe der Hochdurchsatz RT-qPCR, wurde anschliefend die Genexpression analysiert. Zur Auswertung
wurden die behandelten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.
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B.3.3 Zellzyklus und -Proliferation

Zellzyklus und Proliferation
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Abbildung B.4: Genexpressionsprofile von zellzyklus- und proliferationsbeteiligten Genen in
RT112 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin bzw. PN149. RT112 Zellen wurden fiir 1 h mit ver-
schiedenen Konzentrationen an Cisplatin bzw. PN149 inkubiert und im Anschluss fiir weitere 24 h kultiviert.
Mit Hilfe der Hochdurchsatz RT-qPCR, wurde anschlieBend die Genexpression analysiert. Zur Auswertung
wurden die behandelten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Cisplatin
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Abbildung B.5: Zellzyklusverteilung von RT112 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin bzw.
PN149. RT112 Zellen wurden fiir 1 h mit 50 pM PN149 behandelt und im Anschluss fiir 24, 48, 72 und
96 h weiter kultiviert. Zur Messung der Zellzyklusverteilung wurden die Proben mit DAPI (4’,6’-Diamidin-
2-phenylindol) angefirbt und am Durchflusszytometer gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen + Standardabweichung.
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B.3.4 Oxidative Stressantwort und Inflammation
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Abbildung B.6: Genexpressionsprofile von Genen beteiligt an der (oxidativen) Stressantwort
in RT112 Zellen nach Behandlung mit Cisplatin bzw. PN149. RT112 Zellen wurden fiir 1 h mit ver-
schiedenen Konzentrationen an Cisplatin bzw. PN149 inkubiert und im Anschluss fiir weitere 24 h kultiviert.
Mit Hilfe der Hochdurchsatz RT-qPCR wurde anschliefend die Genexpression analysiert. Zur Auswertung
wurden die behandelten Proben auf die unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2
Mittelwerte aus drei unabhéingigen Experimenten.
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Abbildung B.7: Genexpression von IL-8 in RT112 Zellen nach Behandlung der jeweiligen
platinbasierten Substanz. RT112 Zellen wurden fiir 1 h mit verschiedenen Konzentrationen an Cispla-
tin bzw. PN149 inkubiert und fiir weitere 24 h kultiviert. Darauffolgend wurde die Genexpression mittels
Hochdurchsatz RT-qPCR ermittelt. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die unbehandelten
Kontrollproben normiert und als log2 Werte berechnet. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus mindestens
drei unabhéngigen Versuchen + Standardabweichung.
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B.3.5 Induktion des Zelltods
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Abbildung B.8: Genexpressionsprofile von Apoptosegenen in RT112 Zellen nach Behandlung
mit Cisplatin bzw. PN149. RT112 Zellen wurden fiir 1 h mit verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin
bzw. PN149 inkubiert und im Anschluss fiir weitere 24 h kultiviert. Mit Hilfe der Hochdurchsatz RT-qPCR
wurde anschlieflend die Genexpression analysiert. Zur Auswertung wurden die behandelten Proben auf die

unbehandelten Kontrollproben normiert. Dargestellt sind die log2 Mittelwerte aus drei unabhéingigen Expe-
rimenten.
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Abbildung B.9: Durchflusszytometrische Untersuchung der Induktion der Apoptose in RT112
Zellen nach Behandlung mit Cisplatin bzw. PN149. RT112 Zellen wurden fiir 1 h mit 50 pM Cisplatin
bzw. PN149 behandelt und fir 24, 48, 72 und 96 h weiter kultiviert. Im Anschluss wurden die Proben
zur Differenzierung zwischen apoptotischen und nekrotischen + spét-apoptotischen Zellen mit Annexin V-
FITC und Propidiumiodid (PI) respektive angefirbt. Die angefarbten Proben wurde am Durchflusszytometer
untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.
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B.4 Vergleich der intrazelluliren Akkumulation von Cisplatin in

unterschiedlichen Zellkulturmodellen
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Abbildung B.10: Vergleich der intrazelluliren Akkumulation von Cisplatin in A498 und ciPT-
EC Zellen kultiviert in der Zellkulturschale vs. im Transwell-System. A498 und ciPTEC Zellen
wurden jeweils in der Zellkulturschale bzw. in einem Transwellsystem kultiviert. Es erfolgte in jedem Kulti-
vierungssystem und der jeweiligen Zelllinie eine 2 h Inkubation mit 50 nM Cisplatin. Nach saurem Aufschluss
wurde der Platingehalt anschliefend an der GF-AAS gemesse. Dargestellt sind die Mittelwerte aus minde-
stens drei unabhingigen Experimenten + Standardabweichung.
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