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Meinen Eltern und GroReltern



Referat:

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der detaillierten Untersuchung von Verbindun-
gen, in denen ein Cisplatin-Fragment bzw. ein Carboplatin-Fragment liber einen Ester mit
Gallensaure verknipft ist (ChAPt(n)Cis und ChAPt(n)Carbo). Die in vitro Antitumoraktivitat
von Cisplatin wird an 5 Tumorzelllinien bestimmt und mit den ChAPt-Konjugaten verglichen.
Es kommen eine Anzahl unterschiedlicher Methoden zur Anwendung: Sulforhodamine B
(SRB) assay zur Bestimmung der Zytotoxizitat; Zellzyklusanalyse, Annexin-V assay und
Caspase assay an einer heptazellularen Karzinomzelllinie (HepG2) zur genaueren Untersu-
chung des Wirkmechanismus dieser Verbindungen.

Alle Verbindungen zeigen eine dosisabhdngige antiproliferative Wirkung im mikromolekula-
ren Konzentrationsbereich, die deutlich durch Anderungen in der Molekiilstruktur beein-
flusst wird. Diese Struktur-Eigenschaftsanderungen werden unter Berlicksichtigung der bis-
her mit dieser Stoffklasse gemachten Erfahrungen diskutiert.

Als Ergebnis kann zusammenfassend festgestellt werden, dass abhangig von der Spacer-
lange, einige Verbindungen beachtliche antitumorale Aktivitat besitzen und liberraschender-
weise die Verbindungen ChAPt(11)Cis und ChAPt(11)Carbo den programmierten Zelltod auf
unterschiedliche Weise auslosen, was auf verschiedene Wirkmechanismen hindeuten
konnte[1].

Die hohe Wirksamkeit von Cisplatin und —derivaten, welche aber mit starken Nebenwirkun-
gen verknipft ist, hat weltweit zu einer groRen Zahl von Forschungsprojekten gefiihrt, die
das Ziel hatten, ein Cisplatin-fragment gezielt zum Tumorgewebe zu transportieren.

Mit dieser Arbeit soll ein Beitrag zur Klarung der Frage geleistet werden, ob und wie das
Transportfragment die Wirksamkeit des Platin-komplexes beeinflusst.

Paschke, Sebastian: Neue Untersuchungen zum Wirkmechanismus von lipophilen Antitumor-

wirkstoffen — Vergleich von Gallensaure-Cisplatin-Konjugate mit Gallensdure-Carboplatin-
Konjugaten, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 53 Seiten, 2019
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Einleitung und Zielstellung

1. Einleitung

Auf Grund von Umwelteinfliissen, dem Riickgang lebensbedrohlicher Infektionskrankheiten
und der damit steigenden Lebenserwartung, nimmt die Zahl von Tumorerkrankungen stan-
dig zu. Laut einer weltweit erhobenen Statistik aus dem Jahre 2012 erkrankten 51% der
Manner und 43% der Frauen im Laufe ihres Lebens an Krebs[2]. Die Weltgesundheitsorgani-
sation WHO nennt in ihrem Weltkrebsbericht 2014 folgende Zahlen:

Im Jahr 2012 traten jahrlich 14 Millionen neue Krebsfalle auf, flir das Jahr 2030 werden jahr-
lich 21,6 Millionen erwartet. Die Zahl der Todesfalle wird in diesem Zeitraum von 8,2 auf 13

Millionen pro Jahr ansteigen.

Der Ausgangspunkt fiir Krebserkrankungen sind Gendefekte. Durch unterschiedliche Einfllisse
entstehen Schaden im Erbgut, die nicht mehr repariert werden kénnen. Ausgehend von diesen
Gendefekten erfolgt die Transformation von normalen zu malignen Zellen und fihrt damit zu
einem unkontrollierten Zellwachstum. Zwei Gruppen von Genen spielen bei dem Prozess der
Krebsentstehung eine besondere Rolle — Proto-Onkogene und Tumorsuppressor-Gene. Proto-
Onkogene sind Gene, deren Produkte den Zellzyklus aktivieren bzw. die Zellteilung einleiten.
Tumorsuppressor-Gene sind Gene, deren Produkte die unkontrollierte Teilung von Zellen ver-
hindern, d.h. den Zellzyklus kontrollieren und gegebenenfalls Apoptose einleiten[3-5]. Durch
Mutationen entwickeln sich aus den Proto-Onkogenen die Onkogene deren Expressionspro-
dukte eine standige Aktivierung der Zellteilung bewirken. Defekte in Tumorsuppressor-Genen
fliihren dazu, dass die Kontrollfunktion nicht mehr wahrgenommen werden kann. Ein Beispiel
dafir ist das Gen p53, welches in der Halfte aller Tumore mutiert ist und seine Wachterfunk-

tion nicht mehr austiben kann.

Hanahan und Weinberg[6;7] haben Tumore und ihre Eigenschaften umfassend beschrieben.

Tumore haben die Fahigkeit:

e Apoptose zu umgehen,
e Resistenzmechanismen zu entwickeln,
e zur Tumorangiogenese,

e sie sind von externen Wachstumssignalen unabhangig,
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verfligen (iber eine geringe Sensitivitat gegentiber proliferationshemmenden Signa-
len,

sind fahig zur Invasion und Metastasierung.

Mittlerweile gibt es in der Krebstherapie tGber 50 Medikamente, die in unterschiedlichen Pha-

sen des Zellzyklus eingreifen und so die Zellteilung hemmen. Die wesentlichen Gruppen sind:

Alkylanzien (z.B.: Cisplatin, Carboplatin sowie Oxaliplatin und Cyclophosphamid) rea-
gieren mit den Bestandteilen der DNA, so dass diese vernetzt werden oder brechen.
Eine Verdopplung der Erbinformation und nachfolgende Zellteilung ist dann nicht
mehr moglich.

Antimetabolite (z.B.: 5-Fluorouracil, Gemcitabin und Capecitabin, Trifluridin) bewirken
die Blockade lebenswichtiger Enzyme der Krebszelle, indem sie Stoffwechselbausteine
dieser Zellen ersetzen bzw. verdrangen.

Topoisomerase-Hemmer (z.B. Etoposid, Topotecan, Irinotecan) blockieren die Enzyme,
die die DNA aufbrechen und so die raumliche Anordnung von geschlossenen DNA-Mo-
lekilen verandern. Das Uberfiihren der superhelikalen DNA in entspannte DNA durch
die Topoisomerasen, ist jedoch die Voraussetzung fiir die Transkription und damit die
Zellteilung.

Anthrazykline (z.B.: Doxorubicin, Epirubicin, Daunoruicin) sind in der Lage mit der DNA
zu interkalieren und so eine Verdopplung der Erbinformation zu verhindern. Des Wei-
teren blockieren sie die Topoisomerase Il und bilden freie Radikale (flihrt zu DNA-Dop-
pelstrangbrichen) und verhindern so die Proliferation der Zellen.

Kinase-Hemmer (z.B.: Wirkstoffe Afatinib, Alectinib, Axitinib, Sunitinib) binden und
hemmen Protein-und Lipidkinasen in ihrer Funktion, so dass Wachstumsreize nicht
weitergeleitet werden, der Tumor wird zerstort oder nicht mehr ausreichend versorgt.
Mitose-Hemmer (z.B.: Vinblastin, Paclitaxel) werden auch als Spindelgifte bezeichnet,

sie wirken an den Mikrotubuli und halten auf diese Weise die Zellteilung an.

Metallkomplexe spielen auf dem Gebiet der Antitumor-Wirkstoffforschung seit langem eine

grofRe Rolle. Platinkomplexe zdhlen zur Gruppe der Alkylanzien und gehoren in der klinischen
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Onkologie immer noch zu den sehr haufig eingesetzten Zytostatika und es werden standig

neue Verbindungen dieses Typs synthetisiert und getestet[8].
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Abbildung 1. Ubersicht — Platinkomplexe - zugelassen/in klinischer Erprobung[9]

Aber auch andere Metallionen wie z.B. Palladium, Ruthenium, Gallium, Gold, Silber, Eisen,
Kupfer, werden als Zentralatome in Komplexen verwendet und die antiproliferativen Eigen-

schaften dieser Verbindungen sind Gegenstand zahlreicher Untersuchungen([8;10-17].

Obwohl die gegenwartig in der Praxis eingesetzten Medikamente auf Platinbasis einen enor-
men Schub fir die erfolgreiche Behandlung zahlreicher Tumorerkrankungen gebracht haben
bzw. immer noch erbringen[18], besteht, auf Grund der z.T. drastischen Nebenwirkungen, ein
hohe Bedarf an innovativen Antitumorwirkstoffen. Die neuen Erkenntnisse auf dem Gebiet
der Tumorbiologie haben ebenfalls zu effektiven Medikamenten mit neuen Wirkprinzipien ge-

fahrt.

Trotz dieser neuen Entwicklungen wird das Gebiet der klinisch relevanten Platinkomplexe

noch intensiv bearbeitet. Dies zeigt ein Vergleich der Publikationshaufigkeit (Cisplatin, Car-
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boplatin, Oxaliplatin; Abbildung 2/A) mit anderen ,,DNA-targeting”“ Chemotherapeutika (Chlo-
rambucil, Mitomycin, Mitocantron, Bleomycin Abbildung2/B) sowie weiteren gegenwartig als
»Shotgun“ oder ,Blockbuster” bezeichneten Medikamenten (Paclitaxel, Doxorubicin, Imati-

nib, Trastuzumab Abbildung 2/C)[19].
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Such Damned Nature (14)]
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Das Interesse der Wissenschaft richtet sich hinsichtlich der Platinkomplexe hauptsachlich da-
rauf Cisplatin- Resistenzen zu tiberwinden und das Wirkprinzip des Platinkomplexes mit einem
spezifischen Transport- bzw. Andocksystem zu verbinden, um so gezielt nur die Krebszellen zu

bekampfen und Nebenwirkungen zu minimieren.

Diese Strategie, Konjugate aus Platinkomplexen und , Shuttle“-Molekilen zu verwenden ist
nicht neu und reicht in ihren Anfangen bis in die 1980er Jahre zurlick. Angerer et al. haben
nichtsteroidale Konjugate untersucht und konnten zeigen, dass sie eine starke Affinitat zu Est-
rogen-Rezeptoren haben. Die in vivo Experimente bestatigten eine hohe Aktivitat gegenliber
hormon-abhangigen Mammakarzinom-Zelllinien, wohingegen keine Aktivitat gegen hormon-

unabhangigen Zelllinien zu verzeichnen war[20-24].
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Abbildung 3. Beispiele fiir nichtsteroidale Platin-Konjugate [21;22] mit und ohne Spacer

Aber auch steroidale Platin-Konjugate wurden schon friihzeitig hergestellt und getestet[25]

und bis heute sind derartige Konjugate Gegenstand der Forschung[26-29]

NH

o)
oL/
Pt

~

HO (CoHesP” PColels
Abbildung 4. Beispiel fiir ein steroidales Platin-Konjugat[25]

Aus der Idee heraus, Biomolekile zum gezielten Transport von Cisplatin-Fragmenten zu nut-
zen, entstand eine Vielzahl interessanter Arbeiten, welche Gallensaure als ,,Shuttle” benut-
zen[30-49]. Gallensaure zirkuliert im enterohepatischen Kreislauf und kann so als Transporter
genutzt werden, um gezielt Galle/Leber-Tumore zu behandeln. Zwei dieser Strukturen wer-
denin Abbildung 5 gezeigt. Fiir die Verbindung Bamet R2 wird zudem festgestellt, dass dieses

Konjugat in der Lage ist Cisplatin-Resistenzen zu brechen [34].
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Abbildung 5. Beispiele fiir Gallensédure-Cisplatin-Konjugate (Bamet-R2[50] und Bamet-D3[40])

2. Zielstellung

In der Arbeitsgruppe Medizinisch-Pharmazeutische Chemie des Biozentrums der Universitat
war parallel zu den Arbeiten von Criado et al. [30;31;33;50], welche die Herstellung und Un-
tersuchung der Bamet-Konjugate zum Gegenstand hatten, eine Stoffklasse entwickelt wor-
den, die ebenfalls ein Konjugat aus Gallensdure und einem Cisplatin-Fragment darstellt.
Diese als ChAPt bezeichneten Substanzen[35;41;51] zeichnen sich dadurch aus, dass die Pla-
tinkomplexe (Cisplatin/Carboplatin) Gber einen Spacer unterschiedlicher Lange (4, 6, 8,

11)verknupft sind (Abbildung 6).
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Abbildung 6. ChAPt-Konjugat mit Cisplatin-Fragment und Spacer mit 11 —CH,- Gruppen sowie ChAPt
Carbo mit Carboplatin-Fragment und ebenfalls Spacerlange 11.



Einleitung und Zielstellung

Dem Spacerkonzept lag die Idee zugrunde, dass es vorteilhaft sein konnte die beiden Eigen-
schaftsanteile des Konjugates raumlich zu trennen, damit die Anbindung des Cisplatin-Frag-
mentes an die DNA nicht durch das volumindse Gallensaurefragment sterisch behindert wird.

Auch bei diesen Verbindungen wurden resistenzbrechende Eigenschaften festgestellt.

Ausloser fir die nochmalige Untersuchung von Vertretern dieser Verbindungsklasse im Rah-
men der vorliegenden Arbeit, waren kiirzlich in der Arbeitsgruppe Medizinisch-Pharmazeuti-
sche Chemie des Biozentrums durchgefiihrte Untersuchungen von Betulinsaure-Cisplatin-

Konjugaten[52].

Abbildung 7. Betulinsdure-Cisplatin-Konjugate [52]

Diese Substanzen waren mit dem Ziel synthetisiert worden, zwei unterschiedliche Wirkstoffe
in einem Molekiil zu vereinen. Dadurch sollte eine starkere zytotoxische Wirkung erreicht wer-
den. Die umfangreichen Untersuchungen flihrten jedoch zu der Erkenntnis, dass der Wirkme-
chanismus dem der Betulinsdure entspricht und das Platinfragment keinen Einfluss auf die

Wirkung hat[53].

Daraus ergab sich die These, dass auch bei den ChAPt-Verbindungen, auf Grund der struktu-
rellen Ahnlichkeit von Gallensiure und Betulinsiure, der Platinkomplex nicht fiir die zytotoxi-
sche Wirkung verantwortlich ist. Da von diesen Verbindungen bisher lediglich der ICso-Wert
und der Platineintrag in die Zellen bestimmt worden war, sollten im Rahmen dieser Arbeit
zusatzliche zellbiologischen Untersuchungen durchgefiihrt werden, die mehr Klarheit Gber
den Wirkmechanismus dieser Verbindungen bringen konnten. Fiir die Untersuchungen stan-

den folgende Verbindungen zur Verflgung (s. ndchste Seite):
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Bei den Verbindungen 6 und 7 handelt es sich um Synthesevorstufen der Gallensaure-Konju-
gate, wobei Verbindungen des Typs 7 bereits Gegenstand ausfihrlicher Untersuchungen wa-

ren[54].

Zur Uberpriifung der These, dass die zytotoxische Wirksamkeit der Gallensaure-Cis- bzw. Car-
boplatin-Konjugate auf den lipophilen Molekiilteil zurlickzufiihren ist, sollten folgende Unter-

suchungen durchgefiihrt werden:

1. Analyse der Zytotoxizitat der Substanzen 1 — 7 und Cisplatin mittels SRB assay.

2. Zellzyklusanalyse der Verbindungen ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4, ChAPt(11)Carbo
5 und Cisplatin.

3. Apoptoseanalyse der Verbindungen ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4, ChAPt(11)Carbo

5 und Cisplatin mittels AnnexinV assay und Caspase(3, 8, 9)assay.
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3. Material und Methoden
3.1 Zellkulturmethoden
3.1.1 Zellkultivierung

Die humanen Zelllinien A2780 (ovarian cancer), DLD1 (colorectal adenocarcinoma), HepG2
(hepatocellular carcinoma), 8505C (anaplastic thyroid), MCF-7 (breast) wurden in RPMI 1640
Medium mit L-Glutamin, 10 % FBS, 1x Penicillin und Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden
bei 37 °Cund 5 % CO; kultiviert. Das Passagieren der Zellen erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die

Zellkulturen wurden vom Aninstitut des Biozentrum (BSH) zur Verfligung gestellt.

3.1.2 Passagieren der Zellen

Nach dem Entfernen des alten Mediums werden die Zellen mit 4 ml PBS w/o Ca?* & Mg?* ge-
waschen. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA-L6sung werden die Zellkulturflaschen kurz ge-
schwenkt und fir funf bis sieben Minuten bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert. Die Trypsinreaktion
wird daraufhin durch Zugabe von 4 ml neuem Medium gestoppt. Die Zellen werden in diesem
Medium resuspendiert und ein Teil dieser Suspension in eine neue 25 cm? Zellkulturflasche
mit 10 ml entsprechendem Medium lberflihrt (siehe Tabelle 2 fiir Volumen der Zellsuspensi-
onslésung). Werden die Zellen Giber drei statt Gber zwei Tage kultiviert, werden zusatzlich 8 ml
Medium hinzugegeben. Bei Kultivierung in 75 cm? Kulturflaschen wurde die doppelte Menge
PBS w/o Ca?* & Mg?* zum Waschen und die doppelte Menge an Trypsin-EDTA-Losung sowie
Medium zum Resuspendieren verwendet. In der neuen Zellkulturflasche wurden bei einer Kul-

tivierung Uber drei Tage 36 ml Medium verwendet.

3.1.3 Einfrieren von Zellen

Freezing medium: 70 % RPMI 1640 Medium
20 % FBS
1x Penicillin und Streptomycin

10 % DMSO

10
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Zur Sicherung wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff eingefroren und dort gelagert. Fiir das
Einfrieren wurden die Zelllinien in 75 cm? Zellkulturflaschen fir drei Tage kultiviert. Am zwei-
ten Tag wurde das Medium gewechselt. Am dritten Tag wurde nach dem in Kapitel 2.2.2 be-
schriebenen Verfahren die Zellen mit Trypsin behandelt und in 8 ml Medium resuspendiert.
10 pl der Zellsuspension wurde mit 10 ul Trypan Blue Solution gemischt. Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte mittels automatischem Zellzahler Countess®. Die resuspendierten Zellen wur-
den in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und fiir 5 Minuten bei 150xg und 4 °C zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in Freezing medium aufgenommen.
Dabei wurde eine Zellkonzentration von 2 - 108 Zellen pro ml eingestellt. Die Zellsuspension
wurde anschliefend in Cryoréhrchen lberflhrt und verpackt im Nalgene™ freezing container
bei -80 °C fir mindestens zwei Tage gelagert. Danach wurden die Cryordhrchen in flissigen

Stickstoff Uberfihrt.

3.1.4 Mikroskopie

Zur morphologischen Charakterisierung wurden die Zellen auf Objekttragern prapariert und
anschliefend unter dem Mikroskop angeschaut. Hierflir wurden Zellen verwendet, die fir
zwei Tage kultiviert wurden. Die Zellen wurden mit 4 ml PBS w/o Ca?* & Mg?* gewaschen und
fir funf Minuten mit 1 ml Trypsin-EDTA-LOosung bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen
in 4 ml Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Zentrifungenréhrchen
Uberfiihrt und bei 240xg und 4 °C fiir finf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen, das Pellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* aufgenommen und in ein 1.5 ml ReaktionsgefaR
Uberflhrt. Daraufhin erfolgte die Zentrifugation unter oben genannten Bedingungen. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in der tiberstehenden Fliissigkeit vorsichtig re-
suspendiert. 25ul davon wurden auf einen Objekttrager gegeben und mit einem Deckglaschen

versehen. Die Untersuchung der Morphologie erfolgte unter Hellfeldbedingungen.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Sulforhodamin B-Assay

Lésungen:

SRB Stammldsung: 4 % Kiton Red S in 1 %iger Essigsaure
SRB working solution (0.4%) 10 % Sulforhodamin B Stammldsung in 1 %iger Essigsdure

Tris-Puffer 1.2 g Trisin 1 | destilliertes Wasser
11
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Durchfiihrung:

Zuerst wurde das alte Medium entfernt und die Zellen mit 4 ml PBS w/o Ca?* & Mg?* gewa-
schen. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA-L6sung wurden die Zellkulturflaschen kurz ge-
schwenkt und fiir funf bis sechs Minuten bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert. Anschliefend wurde
die Reaktion durch Zugabe von 4 ml entsprechendem Medium abgestoppt. Die Zellen wurden
in dem zugegebenen Medium resuspendiert. Fiir das nachfolgende Zahlen der vitalen Zellen
wurden 10 ul Zellsuspension mit 10 ul Trypan Blue Solution gemischt. Das Zahlen erfolgte mit
Hilfe des automatischen Zellzahlers Countess®. Die Volumina mit der entsprechenden Zellzahl
fur das Kultivieren der Zellen auf einer 96-well-Platte wurden mit Medium auf insgesamt
10 ml verdiinnt. Pro well einer 96-well-Platte wurden 100 pl dieser Zellsuspension aufgetra-
gen. Pro Platte wurde eine Zelllinie kultiviert. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 5 % CO;

und 37 °C fur 24 Stunden.

Konzentration[pM] 0 O ¢l ¢2 ¢3 ¢4 ¢5 c6 ¢c7 c8 ¢9 0

Vionzentration [H] 100
Viedium [H1] 200 100 200
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1
B 1. Wirkstoff -
C 4 Replikate
> J
E A
F 2. Wirkstoff -
G 4 Replikate
" J

Abbildung 8. Auftragungsschema des SRB-Assays. In den Spalten 1 und 12 wurden keine Zellen aufge-
tragen sondern lediglich Medium als Negativkontrolle. In den Zeilen A bis D wurde die Konzentrations-
reihe eines Wirkstoffs mit steigender Konzentration von c1 bis c8 aufgetragen mit vier technischen
Replikaten. In den Zeilen E bis H wurde die Konzentrationsreihe eines zweiten Wirkstoffs aufgetragen.
Die zweite Spalte diente als 100 % Kontrolle, da hier zwar Zellen aufgetragen wurden, jedoch kein
Wirkstoff.

Fiir die Behandlung mit dem Wirkstoff wurden zunachst Konzentrationsreihen mit doppelter
Konzentration im entsprechenden Medium erstellt. Der Faktor zwischen den Konzentrationen
bewegte sich zwischen zwei und drei. Es wurden je 100 pl der entsprechenden Konzentration
oder Medium pro well aufgetragen. Die nachfolgende Inkubation erfolgte flir 96 Stunden bei

37 °C und 5 % CO,. Die Inkubation wurde danach bis 96 Stunden nach Start der Behandlung
12
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mit dem Wirkstoff fortgesetzt. Zum Abstoppen der Reaktion wurde das Medium entfernt und
pro well 100 ul TCA (10 %) zugegeben. Die Platten wurden fiir mindestens zwei Stunden bei
4 °C gelagert. Danach wurden die Platten am Plattenwascher flinfmal mit destilliertem Wasser
gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit 100 pl SRB working solution (0.4%) (pro well) fur
40 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt. AnschlieRend wurden die Platten am Mikroplatten-
wascher mit Essigsaure (1 %) gewaschen und danach bei Raumtemperatur fiir mindestens 24
Stunden getrocknet. Vor dem Auslesen der OD-Werte wurde je 100 ul Tris-Puffer in jedes well
gegeben, die Platten fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach leicht hori-
zontal geschittelt. Die Messung der OD-Werte erfolgte am Mikroplattenlesegerat bei einer

Wellenlange von 570 nm.

Fiir die Auswertung wurden die Daten normalisiert.

.. OD'ODPuffer
Uberlebensrate = -100 %
OD190 %-ODpysfer

Gleichung 1: Gleichung zur Normalisierung der OD-Werte beim SRB-Assay. ODpufrer ist der Mit-
telwert der gemessenen Absorption der wells in den Spalten 1 und 12 der vier technischen Rep-
likate. ODioo % ist der Mittelwert der gemessenen Absorption der wells in der Spalte 2, in denen

Zellen ohne Wirkstoff inkubiert wurden. OD ist der entsprechende Messwert.

Die Modellierung der Dosis-Wirkungskurven wurde in GraphPad Prism v.6 (GraphPad Soft-
ware, La Jolla, USA) durchgefiihrt. Dabei wurde die Funktion dose-response-Inhibition: log(in-
hibitor) vs. response (variable slope) verwendet. Die Berechnung der ICgo-Werte erfolgte mit

Hilfe der Parameter ICso-Wert und Hill-Koeffizient.

1
100 - F\H
ICF=( F ) 'ICSO

Gleichung 2: Berechnung der ICso-Konzentration. F entspricht in der Formel dem Anteil der In-

hibition. In diesem Fall ist F = 80. Der Parameter H ist der Hilfskoeffizient und stellt den Anstieg
der Dosis-Wirkungskurve an der ICso-Konzentration dar. Der ICso-Wert wurde ebenfalls mittels

Dosis-Wirkungskurve bestimmt und eingesetzt.

13
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3.2.2 Zellzyklusanalyse

Lésungen:

Staining Buffer: 2 % FBS
0.01 % NaNs (Stammldsung: 2 % in H;0)
in PBS w/ Ca%* & Mg?*

Staining Solution: ~ 0.02 mg/ml Pl (Stammldsung: 1 mg/mlin PBS w/ Ca?* & Mg?*) (frisch)

in Staining Buffer
Durchfiihrung:

Es wurden 2.0 x 10°> Zellen in 10 ml Medium bei 37 °C und 5 % CO; fiir 24 Stunden inkubiert.
Anschliefend wurde das Medium in den Zellkulturflaschen entfernt und durch Medium mit
Wirkstoff (ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4, ChAPt(11)Carbo 5 und Cisplatin) mit der 1C80-
Konzentration oder doppelten IC50-Konzentration. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO;
flr 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. Die anschlieBenden Schritte wurden fir jeden Zeitpunkt

wiederholt.

Das Medium wurde in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt und die Zellen mit 1 ml
PBS w/o Ca?* & Mg?* gewaschen. Die PBS-Lésung wurde in das gleiche Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA wurden die Zellen fir flnf bis sechs Minuten
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Danach wurden die Zellen in 2 ml entsprechendem Medium
resuspendiert und ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Von nun an wurden alle
Schritte auf Eis durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 120xg und 4 °C fir finf Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* aufgenom-
men und die Zellsuspension in ein 1.5 ml Reaktionsgefall gegeben. Die Zellen wurden bei
120xg und 4 °C fiir finf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und
das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* resuspendiert. Die Zellen wurden wiederum bei
120xg und 4 °C fiir finf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Vor dem Messen
der Zellzahl wurde das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* resuspendiert. Das Zihlen der
Zellen erfolgte am Durchflusszytometer (Attune Acoustic Focusing Cytometer, Applied Bio-
systems, USA) (acquisition volume: 50 pl, stop: 10.000 events in all gates). 1 - 106 Zellen wur-
den in ein neues 1.5 ml ReaktionsgefaR lberfihrt. Wenn die Zellzahl in 1 ml geringer war,

wurde fiir das Experiment die geringste gemessene Zellzahl verwendet und dafir spater die
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Pl-Konzentration der Staining Solution angepasst, sodass die Menge Pl auf 1 - 108 Zellen 20 pg
entspricht. Die Zellen wurden bei 120xg und 4 °C fiir fiinf Minuten zentrifugiert und der Uber-
stand wieder verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml Ethanol (70 %, -20 °C) resuspendiert und
bei 4 °C mindestens zwei Stunden aber meist Gber Nacht gelagert. Die Zellen wurden bei 120xg
und 4 °C fiir finf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden
die Zellen mit 1 ml Staining Buffer gemischt und wiederum bei 120xg und 4 °C fiir finf Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 100 pl RNAse A Lésung
(100 mg/ml in PBS w/ Ca®* & Mg?*) resuspendiert. Danach erfolgte eine 30 minitige Inkuba-
tion bei 37 °C. Die Zellen wurden mit 1 ml Staining Solution gemischt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Vor der Analyse am Durchflusszytometer wurden die
Zellen vorsichtig gemischt. Zunachst wurden die Kontrollzellen am Durchflusszytometer ge-
messen, wobei die Spannung des BL2-A Detektors so eingestellt wurde, dass der Gi-Peak bei
einer Fluoreszenzintensitat von 2 - 10° sein Maximum hat. Die Messung wurde fuir jede Probe

dreimal durchgefihrt.

3.2.4 AnnexinV-Assay

Durchfiihrung:

Es wurden 2.0 x 10° Zellen in 10 ml Medium bei 37 °C und 5 % CO> fiir 24 Stunden inkubiert.
Fiir jede Substanz je Zelllinie und Zeitpunkt wurde eine Zellkulturflasche vorbereitet. Anschlie-
Bend wurde das Medium in den Zellkulturflaschen entfernt und durch Medium mit Wirkstoff
(ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4, ChAPt(11)Carbo 5 und Cisplatin) mit der IC80-Konzentra-
tion ersetzt. Die Zellen wurden bei 37 °Cund 5 % CO fiir 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. Die

anschliefenden Schritte wurden fiir jeden Zeitpunkt wiederholt.

Das Medium wurde in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt und die Zellen mit 1 ml
PBS w/o Ca?* & Mg?* gewaschen. Die PBS-Lésung wurde in das gleiche Zentrifugenréhrchen
Uberflhrt. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA wurden die Zellen fir flnf bis sechs Minuten
bei 37 °C und 5 % CO3 inkubiert. Danach wurden die Zellen in 2 ml entsprechendem Medium
resuspendiert und ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Von nun an wurden alle
Schritte auf Eis durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 120xg und 4 °C fir fliinf Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* aufgenom-
men und die Zellsuspension in ein 1.5 ml ReaktionsgefaR gegeben. Die Zellen wurden bei
120xg und 4 °C fir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und
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das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* resuspendiert. Die Zellen wurden wiederum bei
120xg und 4 °C fiir finf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Vor dem Messen
der Zellzahl wurde das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* resuspendiert. Das Z&hlen der
Zellen erfolgte am Durchflusszytometer (acquisition volume: 50 pl, stop: 10.000 events in all

gates).

Die Zellen wurden im Anschluss bei 120xg und 4 °C fur funf Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen in AnnexinV Binding Buffer resuspen-
diert und dabei wurde eine Konzentration von 1 - 108 Zellen eingestellt. 100 ul der Kontroll-
zellen wurden in vier neue 1.5 ml Reaktionsgefial3e pipettiert. Fiir alle anderen Zellen wurde
ein 1.5 ml Reaktionsgefald mit 100 pl Zellsuspension vorbereitet. Eine Probe Kontrollzellen
wurde mit 5 pl AnnexinV-FITC, eine weitere mit 3 pl PI-Stammlésung (1 mg/ml in PBS w/ Ca?*
& Mg?*) und eine dritte mit 5 pl AnnexinV-FITC und 3 pl PI-Stammlésung gemischt. Die vierte
Probe Kontrollzellen ist die unstained Kontrolle. Alle weiteren Zellsuspensionen wurden mit
5 ul AnnexinV-FITC und 3 pl PI-Stammldsung versetzt. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raum-
temperatur im Dunkeln wurden die Zellen mit 400 ul AnnexinV Binding Buffer gemischt. Zu-
nachst wurde am Durchflusszytometer die Kompensationsmatrix bestimmt. Fir alle nachfol-

genden Messungen wurden folgende Eigenschaften eingestellt:

Acquisition volume: 150 pl

Flow rate: 100 pl/min
Stop: 20.000 events in all gates.

Dazu wurde zundchst die unstained Probe gemessen und dabei die Spannungen der Detekto-
ren BL-1 und BL-3 so eingestellt, dass die Autofluoreszenzpeaks bei einer Intensitit von 103
ihr Maximum hat. Daraufhin wurde die nur mit AnnexinV-FITC inkubierte Probe gemessen und
das Gate fiir den Detektor BL-1 so verschoben, dass nur die positiven Signale (bei rund 108)
enthalten sind. Das gleiche wurde mit der mit nur Pl inkubierten Probe durchgefiihrt nur, dass
hier der Detektor BL-3 verwendet wurde. AnschlieRend wurden von allen doppelgefirbten
Proben drei Replikate gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Attune® Software Pack v.1.2.5
(Life Technologies GmbH, Darmstadt) und GraphPad Prism v.6 (GraphPad Software, La Jolla,
USA).
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3.2.5 Caspase-Assay

Durchfiihrung:
Es wurden 8.0 x 10° Zellen in 10 ml Medium bei 37 °C und 5 % CO> fiir 24 Stunden inkubiert.

Flr jede Substanz (ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4, ChAPt(11)Carbo 5 und Cisplatin) wurde
eine Zellkulturflasche vorbereitet Anschliefend wurde das Medium in den Zellkulturflaschen
entfernt und durch Medium mit Wirkstoff mit der IC80-Konzentration ersetzt. Die Zellen wur-
den bei37 °Cund 5 % CO: fiir 24h, 48h und 72h inkubiert. Die anschlieRenden Schritte wurden

fiir jeden Zeitpunkt wiederholt.

Das Medium wurde in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt und die Zellen 2x mit 1 ml
PBS w/o Ca’* & Mg?* gewaschen. Die PBS-Lésung wurde in das gleiche Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt. Nach Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA wurden die Zellen fir flnf bis sechs Minuten
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Danach wurden die Zellen in 2 ml entsprechendem Medium
resuspendiert und ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Von nun an wurden alle
Schritte auf Eis durchgefiihrt. Die Zellen wurden (bei 1500 rpm, 5 min, 4 °C) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* aufgenommen und die
Zellsuspension in ein 1.5 ml ReaktionsgefdR gegeben. Die Zellen (bei 1500 rpm, 5 min, 4 °C)
fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Zellpellet in 1 ml
PBS w/ CaZ* & Mg?* resuspendiert. Die Zellen wurden wiederum (bei 1500 rpm, 5 min, 4 °C)
fir finf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Vor dem Messen der Zellzahl
wurde das Zellpellet in 1 ml PBS w/ Ca?* & Mg?* resuspendiert. Das Zdhlen der Zellen erfolgte

am Durchflusszytometer (acquisition volume: 50 pl, stop: 10.000 events in all gates).

Die Zellen werden (1500 rpm, 5 min, 4 °C) fir finf Minuten zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in PBS w/ Ca%* & Mg?* resuspendiert, wobei eine Konzentra-
tion von 1 - 10° Zellen pro ml eingestellt wurde. Wenn in einem Experiment die Anzahl der
Zellen unter 1 - 10° Zellen pro ml fiir mindestens eine Probe lag, dann wurde fiir alle Proben
die Zellzahl entsprechend auf die hochste erreichbare Zellzahl in 900 pl fir die Probe mit der
geringsten Zellzahl eingestellt. Je 300 pl der Zellsuspension wurde in drei 1.5 ml Reaktionsge-
faRe Uberfuhrt. Fir jede der drei verwendeten Caspasen 3, 8 und 9 wurde in je einem Reakti-
onsgefal 1 pl des entsprechenden Staining Kits mit der Zellsuspension gemischt. Danach er-

folgte eine Inkubation fir eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO,. Die Zellen wurden anschlieRend

17



Material & Methoden

(1500 rpm, 5 min, 4 °C) fiir fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zell-
pellet wurde in 500 ul Washing Buffer resuspendiert. Der Zentrifugations- und Waschschritt
wurde zweimal wiederholt. Danach wurde das Zellpellet in 300 pl Washing Buffer gemischt

und flr die Analyse am Durchflusszytometer verwendet.

Zunachst wurden jeweils die Kontrollzellen gemessen, wobei die Spannung des Detektors BL-
1 (far Caspase 3 und 8) beziehungsweise BL-3 (fiir Caspase 9) so eingestellt wurde, dass der
Autofluoreszenzpeak (Zellen mit inaktiver Caspase) sein Maximum bei einer Fluoreszenzinten-

sitdt von 103 hat. Es wurden pro Probe zwei Replikate gemessen.
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4, Ergebnisse

4.1 1Cso und ICgp —Werte

Die in vitro Zytotoxizitat von Cisplatin sowie der lipophilen Verbindungen 1 — 7 wurde mittels
SRB-assay an 5 unterschiedlichen Zelllinien bestimmt (Tabelle 1). Die ICso und ICso —Werte sind
die Konzentrationen, welche relativ zur unbehandelten Kontrolle eine 50%iges bzw. 80%ige

Inhibierung bewirken.

Tabelle 1. Zytotoxizitdtswerte humaner Tumorzelllinien. Die ICso-Werte (in WM mit Standardabwei-

chung). Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte von mindestens 3 Replikaten dar.

Compound DLD1 A2780 HepG2 8505C MCF7
Cisplatin 0,64+0,01 | 0,33£0,02 1,15+ 0,05 1,34+0,04 | 0,41+0,03
1 16,96+ 0,26 | 14,43+ 1,43 15,5+0,5 17,1+ 1,98 14,2+ 1,29
2 56,13+ 0,57 | 54,50+ 1,47 58,4+ 0,98 56,13+0,57 | 47,13+ 0,84
3 40,53+0,6 | 30,80+2,53 | 41,03+1,26 | 40,78+2,16 | 37,48+ 1,31
4 38.97+0,69 | 30,7+ 2,16 39,76+ 0,69 38,6+1,32 | 35,08+ 2,61
5 17,27+ 0,33 | 16,8%£0,76 18,2+ 1,39 16,67+ 1,25 | 16,77+ 0,44
6 40,95+0,98 | 30,87+ 2,53 | 39,38+1,26 | 39,88+1,58 | 40,37+ 1,86
7 53,5+ 3,35 72,1+ 2,58 66,1+ 0,05 53,7+ 2,62 | 73,30+ 2,98

Alle Verbindungen zeigen eine Wirkung gegen die Tumorzellen, die jedoch stark durch die
Struktur der Verbindungen beeinflusst wird. Cisplatin zeigt die hochste Zytotoxizitat. Verbin-
dungen 1 und 5, mit jeweils der Spacerlange 11, haben die hochste Aktivitat der Gallensaure-
konjugate. Bei kiirzeren Kettenlangen nimmt der ICso-Wert deutlich zu (2, 3, 4). Die Carbopla-
tin-derivate ohne Gallensdure-Fragment ( 6, 7)zeigen ebenfalls eine deutlich geringere Aktivi-
tat, was zumindest bei Verbindung 7 verwundert, da das strukturell analoge Cisplatin-Konju-
gat eine dhnlich starke Inhibierung des Zellwachstums wie die Verbindungen 1 und 5 hervor-
gerufen hat[54]. Fir die weiterfihrenden Untersuchungen (Zellzyklus, Apoptose) war es ent-
sprechend der Methodenvorschrift notwendig von ausgewdhlten Verbindungen den [Cso-
Wert zu bestimmen (Tabelle 2).

Tabelle 2. Die IC80-Werte (in uM mit Standardabweichung). Die angegebenen Werte stellen Mittel-
werte von mindestens 3 Replikaten dar

Compound Cisplatin 1 4 5

HepG2 2.0£0.05 24.7+0.89 71.6+0.69 21.7+1.39
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4.2. Zellzyklusanalysen

Anhand von DNA-Histogrammen kann die Verteilung der Zellen im Zellzyklus bestimmt wer-
den. Dafir wurden HepG2 Zellen mit den Verbindungen ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4,
ChAPt(11)Carbo 5 und Cisplatin behandelt und nach 24h, 48h und 72h mittels eines Durch-
flusszytometers eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt. Fiir die Behandlung wurde die 1Cgo-Kon-
zentration ausgewahlt. Mit diesen Untersuchungen sollte herausgefunden werden, ob die

Substanzen einen Zellzyklusarrest induzieren kénnen.

120+ 24 h 48 h 72h
EE subG1
= #E Gl
S an S
= G2IM
X

Abbildung 9. Prozentuale Verteilung von HepG2-Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach Be-
handlung mit Cisplatin sowie den Verbindungen 1, 4 und 5 fir 24, 48 und 72 Stunden. Fir die Be-
handlung wurde die ICsp-Konzentration verwendet. Gezeigt werden die Mittelwerte von 3 Replikaten.

Zellen, die in den Zustand der Apoptose Ubergegangen sind, findet man im Allgemeinen als
subdiploiden Peak (SubG1). Der SubG1-Peak gibt die Zahl der Zellen wieder, bei denen die
DNA fragmentiert vorliegt. Cisplatin sowie die Verbindungen 4 und 5 verursachen zeitabhan-
gig den Arrest unterschiedlicher Zellzyklus-Phasen. Nach 24 h tritt ein S-Phasen Arrest auf und
nach 48 h ein G2/M-Phasen-Arrest. Nach 72 Stunden steigt die Zahl der Zellen in der SubG1-
Phase sehr stark an. Im Unterschied zu Cisplatin verursacht die Verbindung 1 keinen S-Phasen-
bzw. G2/M-Phasen-Arrest, sondern es erh6ht sich unmittelbar der SubG1-Peak (Abbildung 10

und 11), wahrend die Zahl der Zellen in den anderen Phasen kontinuierlich abnimmt.
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Abbildung 10. Zellzyklusanalyse von HepG2-Zellen nach Behandlung mit Cisplatin sowie der Verbin-
dung 1, 4 und 5 fiir 24, 48 und 72 Stunden. Fir die Behandlung wurde die 1Cg-Konzentration verwen-
det. Gezeigt werden die Mittelwerte von 3 Replikaten.
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4.3 Apoptoseanalyse der Verbindungen.
4.3.1 Annexin V — assay

Eine Moglichkeit nachzuweisen, ob eine Substanz in der Zelle Apoptose auslost, ist das An-
nexinV-assay. Daflir wird eine Eigenschaft genutzt, die nur flir apoptotische Zellen, aber nicht
fur nekrotische Zellen charakteristisch ist. Kurz nach der Induktion der Apoptose geht die
Phospholipidassymmetrie der Zellmembran verloren[55]. In normalen Zellen sind
Phsophatidylserine nur in der zum Inneren der Zelle gerichteten Lipidschicht der Zellmembran
zu finden. In apoptotischen Zellen hingegen findet man sie in groRer Zahl auch auf der duBeren
Zellmembran. Die Barriere-Funktion ist aber noch vorhanden. Zur Sichtbarmachung dieses
Vorganges setzt man zwei unterschiedliche Farbstoffe ein — AnnexinV und Propidiumio-
did[56;57]. AnnexinV bindet an die Phsophatidylserine, Propidiumiodid ist nicht membrangan-
gig und gelangt somit bei intakter Barriere-Funktion der Zellmembran nicht in die Zellen. Die
Verteilung der Farbstoffe an bzw. in der Zelle wird im Durchflusszytometer bestimmt und nach

Auswertung der Daten konnen 4 Populationen unterschieden.

- lebende Zellen — kein Signal fir AnnexinV, kein Signal flir Propidiumjodid

- frih apoptotische Zellen — positives Signal fir AnnexinV, kein Signal fiir Propidiumjodid

- spat apoptotische Zellen — positives Signal fir AnnexinV, positives Signal flr Propidi-
umjodid

- nekrotische Zellen — kein Signal fiir AnnexinV, positives Signal flir Propidiumjodid

0 24h 48 h 72h Nekrose
spate Apoptose
% == frihe Apoptose
o
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L F 15 & 185 & 1 a5
© P & &

Abbildung 11. Verteilung von Zellen in Prozenten auf die Populationen - frithe Apoptose, spéte
Apoptose, Nekrose. Die HepG2 Zellen wurden mit Cisplatin sowie den Verbindungen 1, 4 und 5 mit
dem ICg behandelt (24 h, 48 h und 72 h). Gezeigt werden die Mittelwerte von 3 Replikaten.
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Fiir die Apoptoseanalyse mittels AnnexinV-assay wurden die HepG2 Zellen mit Cisplatin sowie
den Verbindungen 1, 4 und 5 mit der 1Cgo Konzentration behandelt. Nach 24 h, 48 hund 72 h
erfolgte die Farbung mit AnnexinV/Propidiumiodid und die FACS-Analyse (Abbildung 11, 123,
12b). Die Ergebnisse nach 24 h weisen keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Zahl
der apoptotischen Zellen zwischen den behandelten Zellen und der unbehandelten Kontrolle
auf. Nach 48 Stunden ist bei Zellen die mit den Verbindungen Cisplatin und dem Cisplatin-
konjugat 1 behandelt wurden, die Apoptoserate (friih+spéat) im Vergleich zur Kontrolle um 15
bzw. 22% gestiegen, 14% der Zellen zeigen Nekrose. Zellen, die mit den Carboplatin-konjuga-
ten 4 und 5 behandelt wurden, weisen fiir den gleichen Zeitraum eine im Vergleich zur Kon-
trolle gestiegene Apoptoserate um 25 bzw. 59% auf. Auch nach 72 h ist ein deutlicher Anstieg

der Zahl apoptotischer Zellen festzustellen.
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Abbildung 12a. Graphische Darstellung der Verteilung von Zellen auf die Populationen — lebend,
friihe Apoptose, spate Apoptose, Nekrose. Die HepG2 Zellen wurden mit den Verbindungen 1 und 5
mit dem ICgo behandelt (24 h, 48 h und 72 h).
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Abbildung 12b. Graphische Darstellung der Verteilung von Zellen auf die Populationen —lebend,
friilhe Apoptose, spate Apoptose, Nekrose. Die HepG2 Zellen wurden mit den Verbindungen Cisplatin
und 4 mit dem ICg behandelt (24 h, 48 h und 72 h).

4.3.2 Caspase assay

Durch Messung der Caspasenaktivitat hat man eine weitere Moglichkeit die Induktion von
Apoptose nachzuweisen. Der von uns verwendete Assay FLICA (fluorochrome labeled inhibitor
of caspases) beruht darauf, dass ein fir die jeweilige Caspase spezifischer Inhibitor eingesetzt
wird, welcher nur an das aktive Zentrum der Caspase binden kann[58]. Die Bestimmung erfolgt
wiederum mittels Durchflusszytometrie. Hierbei kdnnen zwei Populationen bestimmt wer-

den. Im Falle einer inaktiven Caspase erhélt man lediglich das Autofluoreszens — Signal. Bei
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aktiven Caspasen erhoht sich die Fluoreszens in der Zelle um das 10-fache. Es wurden die Ini-
tiator-Caspasen 8 und 9 gemessen, welche den Zelltod auslosen, gleichfalls wurde die Aktivitat
der Effektor-Caspase 3 bestimmt, welche zelleigene Proteine spaltet, aber auch Nukleasen

aktiviert, die wiederum die DNA spalten.

Die HepG2 Zellen wurden mit Cisplatin sowie den Verbindungen 1, 4 und 5 in ICgp — Konzent-
ration fiir 24 h, 48 h und 72 h behandelt (Abbildung 13). Auch in der Kontrolle sind zu allen 3
Messzeitpunkten eine gewisse Anzahl aller 3 Caspasen aktiv (<20%). Nach 24 h fillt der Anstieg
der Caspasenaktivierung gegeniiber der Kontrolle noch verhaltnismaRig gering aus, Ausnah-
men bilden die Verbindungen 4 und 5, bei denen die Caspase 3 schon deutlich aktiviert wurde.
Bei Verlangerung der Behandlungszeit auf 48 h sieht man bei Verbindung 1 den starksten Ak-
tivitatsanstieg bei allen 3 Caspasen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das
Muster der Caspasenaktivierung bei allen 4 Wirkstoffen dhnlich ist, die Verbindungen 1 und 5

die hochsten Steigerungen erreichen und alle 3 Caspasen in dhnlicher Weise aktiviert werden.
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Abbildung 13. Caspase —assay von HepG2 Zellen. Gezeigt sind unbehandelte und mit Cisplatin sowie
den Verbindungen 1, 4 und 5 in ICgo — Konzentration behandelte Zellen (24 h, 48 h und 72 h). Es
wurde 2 Replikate durchgefihrt.
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5. Diskussion

Ausgangspunkt fur die inhaltliche Zielstellung dieser Arbeit waren die Untersuchungen von
Betulinsaure-Cisplatin-Konjugaten, die zu der Erkenntnis fihrten, dass der Wirkmechanismus
dieser Verbindungen dem der Betulinsdaure entspricht und das Platinfragment keinen Einfluss

auf die Wirkung hat[53].
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Abbildung 14. Betulinsaure-Cisplatin-Konjugat (links) und Gallensadure-Cisplatin-Konjugat (rechts)

Die Vermutung lag nahe, dass die hohe Wirksamkeit und die resistenzbrechenden Eigenschaf-
ten der Gallensaure-Cisplatin-Konjugate ebenso auf das lipophile Grundgerist zurlickzufihren

sein konnten.
Worin bestehen die wesentlichen Unterschiede in den Wirkmechanismen?
Wirkmechanismus Cisplatin/Carboplatin:

Cisplatin und Carboplatin sind planare Metallkomplexe, die sich durch ihre Abgangsgruppen
unterscheiden. Carboplatin (cis-Diammin(cyclobutan-1,1-dicarboxylato)platin(ll)) wurde mit
dem Ziel entwickelt, die toxischen Nebenwirkungen von Cisplatin zu verringern und die Stabi-
litdt und Wasserloslichkeit zu erhohen. Dies wird durch den Malonsdure-Chelatring erreicht,
der in Boot-Konformation vorliegt, dadurch (iber der Platinebene lokalisiert ist, was wiederum
die Ausbildung von Kolumnarstrukturen verhindert und somit die Solvatisierung erleichtert.

Dies hat allerdings auch zur Folge, dass Nukleophile weniger gut angreifen kénnen [59;60].

Das Wirkprinzip der beiden Verbindungen ist gleich. Die Aufnahme der Verbindungen erfolgt
durch passiven Transport, aber auch aktiv durch den Kupfertransporter CTR1 sowie organi-
sche Kationentransporter (OCT). Desweiteren beeinflussen die Efflux-Kupfertransporter
(ATP7A/ATP7B) die Konzentration der Platinverbindungen in der Zelle [61]. Auf Grund des
Chlorid-Unterschusses in der Zelle findet ein Austausch der Abgangsgruppen (bei Cisplatin —

Chlorid, bei Carboplatin — Cyclobutan-1,1-dicarboxylat) durch das Nukleophil Wasser statt. Der
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Ligandenaustausch geschieht bei Carboplatin langsamer, da der Cyclobutanring das Platin-
zentrum abschirmt. Dies fuhrt zu einer geringeren Reaktivitat und einem reduzierten Toxizi-

tatsprofil [62].

Der aus dem di-aqua-Komplex gebildete Di-hydroxy-Komplex ist dann in der Lage, die DNA im
Zellkern, als auch mitochondriale DNA anzugreifen (Abbildung 15). Es bilden sich, durch kova-
lente Anbindung des Platinkomplexes an Guanin und Adenin (GG und AG-Dinukleotidsequen-
zen), hauptsachlich 1,2-oder 1,3 intrastrang- Quervernetzungen. Dies flhrt zu Stérungen der
helikalen Struktur der DNA, welche wiederum durch Reparaturenzyme, Transkritionsfaktoren
oder HMG-Proteine erkannt werden und eine Hemmung der DNA-Replikation und Transkrip-

tion bewirkt, was letztendlich den programmierten Zelltod auslost. [61;63].

Die Ursachen fiir die Resistenzen gegenliber Platinverbindungen sind vielfiltig. Gesteigerter
Efflux der Substanzen spielt genauso eine Rolle, wie zelluldre Detoxifikation oder gesteigerte

Reparatur von induzierten DNA-Schadigungen [62-64].
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Abbildung 15. Wirkmechanismus von Cisplatin (aus Metal complexes as anticancer agents: concepts
in tumor research and mechanisms of action [61])

Die durch die Stérung der helikalen Struktur der DNA ausgel6sten Prozesse haben einen cha-
rakteristischen Einfluss auf den Zellzyklus. Es gibt zwei Kontrollpunkte im Zellzyklus (G1/S und

G2/M) die verhindern sollen, dass Mutationen angereichert bzw. weitergegeben werden. Der
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G1/S Kontrollpunkt erlaubt den Einsatz aller Reparaturmechanismen bevor die DNA dupliziert
wird. Der G2/M Kontrollpunkt ermdoglicht die Reparatur von in der S- oder G2-Phase gescha-
digter DNA, damit sie nicht in der nachfolgenden Teilung weitergeben wird. Charakteristisch

flr die Wirkung von Platinkomplexen ist demnach ein S- oder G2/M-Phasenarrest [65-67].
Wirkmechanismus Betulinsaure:

Die Apoptoseinduktion bei Betulinsaure und —derivaten beruht auf einem p53- und CD95 un-
abhangigem Weg [68]. Allgemein wird anerkannt, dass die Voraussetzung fiir die Einleitung
der Apoptose die Bildung von Poren in der dulReren Mitochondrienmembran (MOMP) ist und
dies mit der Aktivierung von Caspasen sowie der Bildung von ROS einhergeht [69;70]. Hervor-
gerufen wird dies durch die Freisetzung von Cytochrom c aus der mitochondrialen Matrix. Bei
Betulinsaure erfolgt die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran (MMP) unabhangig
von den Proteinen BAK und BAX [70;71]. Potze et al. [72] konnten zeigen, dass Betulinsdure in
die mitochondriale Membran eingebaut wird und dort die Oxidation der Cardiolipide beein-
flusst, wodurch oxidierte Cardiolipide in die dullere Membran umverteilt werden und zu
MOMP fihren. Ebenfalls konnte festgestellt werden, dass Betulinsdure mit den in humanen
Mitochondrien am haufigsten vorkommenden Cardiolipid BHCL sehr stark interagiert und so
cardiolipidreiche Domanen in der Membran zerstort werden. Gleichfalls konnten die betulin-
saurereichen Domanen in der inneren Membran als katalytisches Zentrum fiir ROS dienen[73].
Neben diesem gerade beschriebenen Wirkmechanismus, werden weitere Wirkungen der Be-

tulinsdure zur Induktion der Apoptose beschrieben z.B. Nekroptose und Autophagie[74-81].

Charakteristisch fir Betulinsdaure- und deren Derivate ist, neben der Caspasenaktivierung,
der bei Zellzyklusuntersuchungen auftretende SubG1-Peak ohne vorherigen S- oder G2/M-

Phasenarrest.
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Abbildung 16. Typisches Bild einer Zellzyklusanalyse eines Betulinsdurederivates (NVX-207)
nach 24 h und 48 h[82], subG1 (rot)

Nach Behandlung mit Betulinsaure bzw. Betulinsdaurederivaten nehmen die Zellen in der
SubG1-Phase im gleichen Mal3e zu wie die Zellen in den anderen Phasen des Zellzyklus abneh-
men [82-91]. Einige Autoren stellen auch einen GO/G1-Arrest fest[92-94]. Hierbei ist jedoch
zu bemerken, dass die Messungen nur iber einen Zeitraum von 24 h und mit niedriger Wirk-
stoffkonzentration erfolgten und in Abhangigkeit von Substanz und Zelltyp der SubG1-Peak

erst zu einem spateren Zeitpunkt auftreten kann.

Im Falle der Betulinsaure-Cisplatin-Konjugate (Abbildung 14) ergaben die Untersuchungen,
dass sie sich hinsichtlich der Caspasenaktivitdt, der Apotoseinduktion und selbst in der Gro-
Renordnung des ICso-Wertes nicht wesentlich von den Werten der Betulinsdaure unterschei-
den. Exemplarisch sei dies an Hand der Zellzyklusuntersuchungen gezeigt, bei denen Cisplatin
einen S und G2/M Arrest zeigt, Betulinsdure keinen Zellzyklusarrest hervorruft sondern direkt

zu einem starken Anstieg des SubG1-Peaks fihrt.
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Abbildung 17. Vergleich der Zellzyklusuntersuchung nach Behandlung mit Betulinsdure bzw. Cisplatin
[53].

Uberraschenderweise fiihrt der, im Verhéltnis zum Gesamtmolekiil, geringfiigige strukturelle
Unterschied zwischen ChAPt(11)Cis 1 und ChAPt(11)Carbo 5, der nur im Austausch der
Chloro-Liganden gegen das Cyclobutan-1,1-dicarboxylat besteht, zu deutlichen Unterschie-
den in der Beeinflussung des Zellzyklus (Abbildung 18). Die Behandlung mit ChAPt(11)Cis 1
flihrt schon nach kurzer Zeit unmittelbar zu einem starken Anstieg des SubG1-Peaks ohne vor-
herigen S- oder G2/M-Phasenarrest. Dies entspricht den Ergebnissen aus den Untersuchungen

der Betulinsdure-Cisplatin-Konjugate[53].

Im Gegensatz dazu bewirkt ChAPt(11)Carbo 5, dhnlich wie Cisplatin einen S und G2/M Arrest
(Abbildung 17). Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse lassen aber hierfiir langst nicht
den Schluss zu, dass das Molekil, ahnlich wie Cisplatin oder Carboplatin zum Zellkern vor-
dringt und dort DNA-Schaden hervorruft. Hierflir ware eine Analyse der Platinakkumulation

notwendig.
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Abbildung 18. Vergleich der Zellzyklusuntersuchung nach Behandlung mit ChAPt(11)Cis 1,
Cisplatin, ChAPt(11)Carbo 5

Im Falle von ChAPt(11)Cis 1 wurde diese bereits gemessen und ein sehr schnelles Eindringen dieser
Verbindung, insbesondere in Cisplatin-resistente Zellen, festgestellt[41;51]. Zum damaligen Zeitpunkt
wurde jedoch nicht untersucht, ob auch im Zellkern eine héhere Konzentration vorliegt.

Dies wurde aber einige Zeit spater an einer Substanz getestet, die eine Zwischenstufe auf dem Syn-
theseweg zu ChAPt(11)Cis 1 und ChAPt(11)Carbo 5 ist und eine dhnlich hohe Lipophilie besitzt(Ab-
bildung 19)[54].

Hy

O N Cl
N
O—(CH Pt
Q (CH2)14 AN
N C

|
Hy

Abbildung 19. 2-(4-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-undecyl)-propane-1,3-diamminedichloroplatinum(ll),
THP-C11-Pt
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Diese Substanz hatte das Interesse geweckt, weil sie ebenfalls in der Lage war die Cisplatin-
Resistenz zu brechen, jedoch bedeutend leichter zuganglich war. Es wurden mehrere interes-

sante und flr diese Untersuchung relevante Resultate gefunden[54]:

1. Die Geschwindigkeit der Platinakkumulation in der Zelle ist stark von der Spacerlange
abhangig, steigende Lipophilie erhéht die Eindringgeschwindigkeit.

2. Die hohe zelluldre Platinakkumulation ist nicht mit einer héheren DNA-Platinierung
verbunden.

3. Die Substanz verursacht keinen Zellzyklus-Arrest, sondern fiihrt direkt zu einem An-
stieg des SubG1-Peaks.

4. THP-C11-Pt induziert einen raschen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials,

welcher durch ROS vermitteln wird.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass die Gallensaure-Cisplatin-Konjugate und
ebenso die Betulinsaure-Cisplatin-Konjugate ihre Wirkung, inklusive Resistenzbrechung, nicht
durch die Interaktion mit der genomischen DNA erreichen, sondern einer der Hauptangriffs-
punkte derartiger lipophilen Strukturen die Mitochondrienmembran ist. Ob die Verbindung
ChAPt(11)Carbo 5, auf Grund des langsameren Ligandenaustausches doch in der Lage ist mit
der genomischen DNA zu interagieren, konnte im Rahmen dieser Untersuchungen nicht end-
gliltig geklart werden. Die Befunde fiir ChAPt(11)Cis 1 sowie THP-C11-Pt (Abbildung 18) legen
nahe, dass die schnelle Akkumulation dieser Substanzen in der Zelle zu einem massiven Einbau
in die Mitochondrienmembran fiihrt und dadurch unmittelbar Apoptose ausgel6st wird. Mog-
liche Wechselwirkungen mit der genomischen DNA werden dadurch Gberdeckt bzw. spielen

keine Rolle.

Die Ergebnisse einer Reihe von Publikationen, welche sich ebenfalls mit lipophilen, resistenz-
brechenden Platinkomplexen [28;29;39;95-98] bzw. ,, mitochondria-targeted” Platinkomple-
xen[99-101] beschaftigen, konnen im Nachhinein ebenfalls in diesem Sinne interpretiert wer-

den.

Ebenso sind eine Vielzahl von Konzepten und Verbindungen betroffen, die in einer Reihe von
Publikationen als ,Next Generation of Cisplatin-Like Platinum(ll)Complexes” bezeichnet wer-

den (Abbildung 20) [48;102-106].
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So innovativ und erfolgversprechend die Versuche auch waren, Cisplatin mit Carriermolekiilen
zu verbinden und so zu einem Drug-Targeting-Antitumor-Konjugat zu gelangen, oder, wie im
Falle der Betulinsaure-Cisplatin-Konjugate, zwei Apoptoseausldser in einem Molekil zu verei-
nen, kann mit Recht angenommen werden, dass viele dieser Verbindungen zwar Antitumor-
eigenschaften aufweisen, dies aber nicht auf das im Molekil vorhanden Cisplatin-Fragment

zuriickzufiihren ist.
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Und trotzdem haben diese Projekte zu Erkenntnissen gefiihrt, die es erméglichen neue Mo-

delle zu entwickeln, die zu besseren Ergebnissen fihren.

Beispielhaft daflir sei ein modernes, vielversprechendes Drug-Targeting-Konzept genannt,
welches auf den Erkenntnissen der vorherigen Entwicklungen beruht und zeigt, dass das Po-
tential von Cisplatin und seiner Analoga effektiv genutzt werden kann, indem Antikoérper zu

einem zielgerichteten Transport verwendet werden[107;108].
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siert.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Ausgangspunkt flr die inhaltliche Zielstellung dieser Arbeit waren die umfangreichen Unter-
suchungen von Betulinsdure-Cisplatin-Konjugaten, die zu der Erkenntnis flihrten, dass der
Wirkmechanismus dieser Verbindungen dem der Betulinsaure entspricht und das Platinfrag-

ment keinen Einfluss auf die Wirkung hat[53].

OH

o H,
N Cl
N4
O_(CH2)1 1{ Pt
N/ N
Hz

Cl

HO OH

Betulinsaure-Cisplatin-Konjugat Gallensaure-Cisplatin-Konjugat (rechts)

Die Vermutung lag nahe, dass die hohe Wirksamkeit und die resistenzbrechenden Eigen-
schaften der Gallensaure-Cisplatin-Konjugate ebenso auf das lipophile Grundgerist zurtick-

zufiihren sein konnte.
Zur Uberpriifung dieser These wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

1. Analyse der Zytotoxizitat von 4 Gallensaure-Carboplatin-Konjugaten unterschiedlicher
Spacerlange, eines Gallensaure-Cisplatin-Konjugates, zwei Vorstufen dieser Konjugate
sowie von Cisplatin mittels SRB assay.

2. Zellzyklusanalyse der Verbindungen ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4, ChAPt(11)Carbo
5 und Cisplatin.

3. Apoptoseanalyse der Verbindungen ChAPt(11)Cis 1, ChAPt(8)Carbo 4, ChAPt(11)Carbo
5 und Cisplatin mittels AnnexinV assay und Caspase(3, 8, 9)assay.

Zellzyklusanalysen sowie Apoptoseanalysen wurden mit den Gallensaure-Carboplatin-Konju-
gaten erstmals durchgefiihrt.

Alle Verbindungen zeigen eine Wirkung gegen die Tumorzellen, die jedoch stark durch die
Struktur der Verbindungen beeinflusst wird. Verbindungen ChAPt(11)Cis und
ChAPt(11)Carbo mit jeweils der Spacerldange 11, haben die héchste Aktivitat der Gallensau-

rekonjugate. Bei kiirzeren Kettenldangen nimmt der ICso-Wert deutlich zu.
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Mittels AnnexinV-assay und Caspasen-assay konnte der Nachweis gefiihrt werden, dass die
Gallensaure-Cisplatin- sowie die Gallensaure-Carboplatin-Verbindungen Apoptose induzie-

ren.

Die Zellzyklusuntersuchung fiihrte zu dem Uberraschendem Ergebnis, dass der im Verhaltnis
zum Gesamtmolekiil geringfiigige strukturelle Unterschied zwischen ChAPt(11)Cis 1 und
ChAPt(11)Carbo 5, welcher nur im Austausch der Chloro-Liganden gegen das Cyclobutan-
1,1-dicarboxylat besteht, deutliche Unterschiede in der Beeinflussung des Zellzyklus hervor-
ruft. Die Behandlung mit ChAPt(11)Cis 1 fuhrt schon nach kurzer Zeit unmittelbar zu einem
starken Anstieg des SubG1-Peaks ohne vorherigen S- oder G2/M-Phasenarrest. Dies ent-

spricht den Ergebnissen aus den Untersuchungen der Betulinsdure-Cisplatin-Konjugate[53].

Im Gegensatz dazu bewirkt ChAPt(11)Carbo 5, dhnlich wie Cisplatin einen S und G2/M Arrest.
Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse lassen aber hierfiir langst nicht den Schluss zu,
dass das Molekdl, ahnlich wie Cisplatin oder Carboplatin zum Zellkern vordringt und dort DNA-

Schaden hervorruft. Hierflir ware eine Analyse der Platinakkumulation notwendig.
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8. Thesen der Dissertation

1. Die Zytotoxizitat der Gallensaure-Carboplatin-Konjugate (ChaPt-Carbo) wird, ge-
nau wie die der analogen Gallensaure-Cisplatin-Konjuate (ChaPt-Cis), sehr stark
von der Lange des Spacers zwischen den Fragmenten beeinflusst, die ICso-Werte
der Konjugate mit der Spacerlange von 11 Kohlenstoffatomen sind bei Carbo- und

Cisplatin-Konjugaten in allen 5 Zelllinien vergleichbar.

2. AnnexinV-assay und Caspase-assay zeigen, dass die Verbindungen ChaPt-Carbo
und ChaPt-Cis Apoptose induzieren, im Vergleich mit Cisplatin ist die Apoptose-
rate insbesondere bei ChaPt(11)Carbo und ChaPt(11)Cis nach 48 h und 72 h ho-

her.

3. Nach 24 h fallt der Anstieg der Caspasenaktivierung bei Cisplatin und ChaPt(11)Cis
gering aus, bei ChaPt(11)Carbo fallt sie deutlich h6her aus, bei Verlangerung der
Behandlungszeit auf 48 h sieht man bei ChaPt(11)Cis den starksten Aktivitatsan-

stieg bei allen 3 Caspasen.

4. Insgesamt kann festgestellt werden, dass das Muster der Caspasenaktivierung bei
allen untersuchten Verbindungen (Cisplatin, ChaPt-Carbo, ChaPt-Cis) &hnlich ist,
die Verbindungen ChaPt(11)Cis und ChaPt(11)Carbo die héchsten Steigerungen

erreichen und alle 3 Caspasen in dhnlicher Weise aktiviert werden.

5. Cisplatin sowie ChaPt(11)Carbo verursachen zeitabhdngig den Arrest unter-
schiedlicher Zellzyklus-Phasen. Nach 24 h tritt ein S-Phasen Arrest auf und nach
48 h ein G2/M-Phasen-Arrest. Nach 72 Stunden steigt die Zahl der Zellen in der
SubG1-Phase sehr stark an.

6. Im Unterschied zu Cisplatin verursacht die Verbindung ChaPt(11)Cis keinen S-
Phasen- bzw. G2 /M-Phasen-Arrest, sondern es erhoht sich unmittelbar der SubG1-

Peak, wahrend die Zahl der Zellen in den anderen Phasen kontinuierlich abnimmt.
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7. Die Ergebnisse stiitzen die These, dass die Gallensaure-Cisplatin-Konjugate und

ebenso die Betulinsdure-Cisplatin-Konjugate ihre Wirkung, inklusive Resistenz-
brechung, nicht durch die Interaktion mit der genomischen DNA erreichen, son-
dern einer der Hauptangriffspunkte derartiger lipophilen Strukturen die Mito-
chondrienmembran ist. Ob aber die Verbindung ChAPt(11)Carbo 5, auf Grund des
langsameren Ligandenaustausches doch in der Lage ist mit der genomischen DNA
zu interagieren, konnte im Rahmen dieser Untersuchungen nicht endgiiltig geklart

werden.

Die Befunde fiir ChAPt(11)Cis legen nahe, dass die schnelle Akkumulation dieser
Substanzen in der Zelle zu einem massiven Einbau in die Mitochondrienmembran
fiihrt und dadurch unmittelbar Apoptose ausgelost wird. Mogliche Wechselwir-
kungen mit der genomischen DNA werden dadurch tiberdeckt bzw. spielen keine

Rolle.
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