Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik V
Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Vorstand: Prof. Dr. med. JUrgen Behr

Die Auswirkung von Cisplatin auf die
mukoziliare Funktion von humanen
Nasenepithelzellen

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin

an der Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilian-Universitat zu Minchen

vorgelegt von

Nermina Bucan-Dedi¢

aus

Sarajevo

2019



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Berichterstatter: PD Dr. Dr. Nikolaus Kneidinger
Mitberichterstatterin: PD Dr. Sophia Horster
Dekan: Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

Tag der mindlichen Prifung: 06.06.2019



Gewidmet meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

A AUNESVEIZEICINIS ...ttt ettt ettt ettt ae et ses et e et ses ettt et nna s enas 6
AR ENVEIZEICANIS ...ttt 7
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ... e e, 8
1. Einleitung und Zielsetzung dieSer ArDeit ........oiiiiiiii e 9
1.1. Die Funktion des mukozilidren EPIthels........cooviiiiiiiiii e 9
1.1.1. Etablierte Methoden zur Untersuchung der mukozilidren Funktion...........c...ccoeeveean, 9

S B T Y- Tolol o =Y T ) {1 PSP OPRRPR 9

1.1.3.  RNINOSZINTIGIapNiE .ot et e e 10

1.1.4. Die digitale Highspeed-Video-Methode ..........coocviiiiiiiiiiiiic e 10

1.1.5. Die Photoverstarker-MethOode ........cc.ooviiiiiiii s 10

1.1.6.  Untersuchung der mukozilidren Funktion anhand der Spharoide aus humanem
respiratorisChem EPITNEl ... ..o 10

1.2. Primare und sekundare Storfaktoren fir die Funktion des Flimmerepithels..........cccccccovviienne, 11

1 T G o] =11 [ I O O T T T TP O PP SRR PPPPRPPP 14
1.3.1. Pharmakodynamische Eigenschaften ... 14

1.3.2. Pharmakokinetische Eigenschaften ..o 15

1.3.3. Die Wirkung von Cisplatin auf ENdOrgane ..........coooviiiioiiie e 15

1.4, ZielsetzUNg der ArD It . ....oei e 19

2. Material UNd METROTEN .....oiii ettt ettt nee e 22
B (o] oo T TP OPTOPRUPSUSP 22
2.1.1. Gewinnung von Nasenepithel.........oooii e 23

2.1.2. Kultivierung des nasalen respiratorischen Epithels ..........ccccoooiiiiiiiii e 23

2.1.3. Herstellung der ZellKUIUIeN .......ooio e 24

2.1.4. Zahlung und Beurteilung der entstandenen Spharoide........ccccvvviiiiiiiiiiie 25

2.2. GrundmedienNerStEIHUNEG .. ...eeeeeeeeeeee e 25
2.2.1. Herstellung VO AECGM .....uviiiiiiiii et 25

2.2.2. Herstellung VON DIMEM .....oouuiiiiiiiic et 26

2.3. Bestimmung der mukozilidren FUNKLION ........ooiiiiiiii e, 26
2.3.1. Durchfiihrung des Versuchs zur Messung der mukozilidren Funktion............c.cccevveeeennen. 27

2.3.2. Messung der ROtatioNSfrEQUENZ.......coviiiiiiici e 29

2.3.3. Erhebung der Durchmesser der Spharoide........cc.viiiiiiiiiiiiiiiceeeeeee e 29

2.3.4. Erhebung der mukozilidaren Transportgeschwindigkeit an der Oberflache der Sphéaroide 30
2.4, VEISUCNSIEINEN .ottt ettt ettt et e e sttt e sbe e et e e sabeeestbeeenseeenes 31



2.4.1. Versuchsvorbereitungen und Aufbau.........cooeiiiii e 31

2.4.2. Aufteilung der SPErOIde. . ....uiii i 31

2.5. Medium DMEM/NCS-VErsUChSIEING .......cooee e 32
2.5.1. Kultivierung der nasalen Sphéroide fir die DMEM/NCS-Versuchsreihe.............ccccoov.e. 32
2.5.2. Versuchsaufbau fir die Medium DMEM/NCS-GrUPPRE.......coveeeiieeeiie e, 32

2.6. Cisplatin VEISUCHSIEING ....oouviiii e 33
2.6.1. Versuchsaufbau fir die Cisplatin-Gruppe.....c...cooouvii i, 33

2.7. Bestimmung der Rotationsgeschwindigkeit ...........ooiiiiiiiiiii e 34
s BEEEDINISSE oo 35
3.1 Anzahl der Gesamt-Sphéaroide und der rotierenden Spharoide an Tag 1/Tag2/Tag 3 .............. 35
3.2, StatiStISCNE AUSWEITUNE .. ..vveie et e e e eaae e 38
3.2.1. Vergleich des Anteils rotierender Spharoide Uber die Zeit..........ccccoooviiiiiiiiiiieee, 39

3.3. Statistische Auswertung der ausgewerteten SPharoide .........ooooviiiiiiiii e 39

3.3.1. Statistische Auswertung der Rotationsfrequenz der Spharoide ohne kontinuierlicher
Zugabe von Medium oder Cisplatin (0hne FIOW) .........cooviiiiiiiiiiiiiccc e, 41

3.3.2. Statistische Auswertung der Rotationsfrequenz der Spharoide mit kontinuierlicher Zugabe
(Flow) von 1 mg/ml Cisplatin mit einer Geschwindigkeit von 0,1 ml/min Uber 30

0071 PP 42

3.3.3. Zusammenfassung der ErgeDNISSE ...cc.uiiiiiii it 42

e DISKUSSION et e e e e e a e e e e e e 44
4.1. Diskussion des Materials und der Methodik..........oooviiiiiiiiiiii e 44
4.2. DiSKUSSION @I EFZEDNISSE ..ottt ittt e et et e et e e nbeeennbeeeneeas 48
4.2.1. Vergleich der Kultur DMEM/NCS versus Cisplatin ..........oooveoieeiiieeieeeeeeeee e 48
 ZUSAMMIENTASSUNG ... 52
o LIEErAtUNVEIZEICANIS ittt ettt et 54
DT YTV 7= RSP 59



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Darstellung eines Cisplatin- DNA- KOMPIEXES (27)...cccuviiiiiiiieiiiiiie e 18
Abbildung 2: Versuchsaufbau: Doppelkammer mit Gber die Pumpe angeschlossenem Wasserbad und

TREIMOMETET (5)... cuvieiieiee ettt ettt et ettt et e e et e e et et e e, 28
AbDiIldUNE 3: NEUDAUEI-KaMMET 1.ttt e et re e e e siaae e 29
Abbildung 4: Aufbau des Zahlerfeldes bei der Neubauer Kammer ... 30
Abbildung 5: Versuch 5, Well 4, (Kultur DMEM/NCS); VergroRerung 1:100 .......c.cooveeveeiieieeeeceee 32
Abbildung 6: Vergleich des Anteils rotierender Sphéaroide Gber die Zeit .........ccoooviiiiiee 39
Abbildung 7: Rotationsfrequenz der Spharoide ohne FIOW ..........ooiiiiiiiiiiiiiic e 41
Abbildung 8: Rotationsfrequenz der Spharoide Mit FIOW .......cc.eiiiiiiiiiiiiic e 42



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht der ProODaNTEN . ..o..e oo, 22-23

Tabelle 2: Anzahl der Gesamt-Sphéaroide und der rotierenden Spharoide an Tag 1/ Tag 2/ Tag 3 der
o] oF-TaTo [T o T R R O OO OT O SP PP PPPPRTSPPN 35-38



Abkulrzungsverzeichnis

AECBM
AECGM
Ca2+
°C

d
DMEM
DNA
EGF
GCP
HEPES
mg
min

ml
ml/h
mW
mmol
MTV
Hg

ul

um
NCS
NES

PCD
PET

RNA

TEM

Airway Epithelial Cell Basal Medium

Airway Epithelial Cell Growth Medium

Calcium

Grad Celsius

Durchmesser des Spharoids

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleinsaure

Epidermal Growth Factor

good clinical practize
N-2-Hydroxyethylpiperracin-N-2-Ethansulfonsaure

Milligramm

Minute

Milliliter

Milliliter pro Stunde
Millimolar

Millimol

Mukoziliare Transportgeschwindigkeit
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Newborn Calf Serum
Neugeborenen Kalberserum
pi=3,14

Primare Cillidre Dyskinesie
Polyethylenterephthalat
Rotationsfrequenz
Ribonukleinsaure

Zeit
Transmissionselektronenmikroskop
Umdrehungen

Geschwindigkeit



Einleitung und Zielsetzung dieser Arbeit

1. Einleitung und Zielsetzung dieser Arbeit

1.1. Die Funktion des mukoziliaren Epithels

Das humane Atemwegssystem wird von einem mehrreihigen Flimmerepithel ausgekleidet,
welches die mukozilidare Funktion ausfiihrt. Auf jeder einzelnen Epithelzelle befinden sich
ca. 200 Kinozilien oder Zilien, welche beweglich sind (1). Sie schlagen mit einer Frequenz
von ca. 25 Schlidgen pro Sekunde und sind 5-7 um lang. Das optimale Milieu fiir das Flim-
merepithel wird von den Becherzellen sowie den Glandulae bronchiales durch die Produk-
tion des Mukus hergestellt. Somit ist die Viskoseelastizitit fur die mukozilidire Funktion
von groB3er Bedeutung (2, 3, 4, 5). Zudem ist der Bewegungsablauf der Zilien ein wichtiger
Bestandteil der mukozilidgren Schutzfunktion. Die eingeatmeten Partikel, wie Aerosole,
Staub und Mikroorganismen, werden oralwirts transportiert, verschluckt oder abgehustet.
Die Schlagfrequenz der Zilien ist am Vormittag signifikant hoher und nimmt im Tagesver-

lauf ab. Die mukozilidre Clearance ist ein wichtiger Abwehrmechanismus (6, 7, 8).

1.1.1. Etablierte Methoden zur Untersuchung der mukoziliaren Funktion

Hier werden die am hiufigsten benutzten Methoden zur Messung der mukozilidgren Funk-

tion in vitro und in vivo kurz dargestellt.

1.1.2. Der Saccharintest

Der Saccharintest stellt den einfachsten und schnellsten Weg zur Uberpriifung der muko-
zilidren Funktion beim Menschen dar. Man legt eine definierte Menge Saccharin auf die
Concha nasalis inferior und ermittelt, nach welcher Zeit der Proband diesen Saccharinge-
schmack wahrnimmt. Bei normaler mukozilidrer Funktion gibt der Proband nach ca. 12-

15 min an, diesen wahrzunehmen (9).
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1.1.3. Rhinoszintigraphie

Zur funktionellen Bestimmung der mukozilidren Funktion in vivo wird die Rhinoszinti-
graphie herangezogen. Hierfir wird ein Tropfen gelosten Tc-99m-Albumins im unteren
Nasengang platziert und mittels einer Gammakamera verfolgt. Durch Auswertung der Bil-
der wird die Transportgeschwindigkeit ermittelt. Die Messmethode wird vor und nach

operativen Polypenextirpationen empfohlen (12, 13, 14).

1.1.4. Die digitale Highspeed-Video-Methode

Unter einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) mit Highspeed-Videokamera
koénnen Biopsien von Flimmerepithel untersucht werden. Es werden finthundert Aufnah-
men pro Sekunde gemacht. Hiermit kénnen dann die zilidre Schlagfrequenz sowie die
Struktur der Zilien qualitativ und quantitativ beschrieben und ausgewertet werden (15, 16,

17, 18).

1.1.5. Die Photoverstarker-Methode

Bei dieser Untersuchung werden die entnommenen Biopsien des respiratorischen Epithels
in ein Medium gebracht, dem verschiedene Testsubstanzen zugegeben werden. Der Ver-
suchsaufbau liegt unter einem Lichtmikroskop. Die durch die schlingelnde Bewegung ein-
zelner Zilien verursachten Verinderungen der Lichtintensitit konnen tiber einen Photode-
tektor oszilloskopisch visualisiert werden. Die zilidre Schlagfrequenz kann so unter Zuhil-
fenahme der Fast- Fourier- Transformation unter definierten Bedingungen ermittelt wet-
den (19), in dem die Verinderungen der Lichtintensitit durch Darstellung eines Frequenz-
spektrums visualisiert wird.

1.1.6. Untersuchung der mukoziliaren Funktion anhand der Spharoide aus hu-
manem respiratorischem Epithel

10
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Bei dieser Untersuchung wird die Rotationsgeschwindigkeit der Nasenepithel-Sphiroide
als Messparameter fir die mukozilidre Funktion verwendet (20). Corssen und Allen (21,
22) beschrieben erstmals, dass sich aus Fragmenten respiratorischen Epithels in Kultur-
medium , little globes* bilden, die wegen ihrer geschlingelten Zilien an der dul3eren Ober-
fliche rotieren. Hierfir wurden Biopsien von Trachea und Bronchien in das Kulturme-
dium gegeben. In anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte kein Unterschied in der
Rotationsfrequenz zwischen Tracheal- und Nasenepithel-Sphiroiden gezeigt werden (6).
Gamarra et al. zeigten, dass die Geschwindigkeit an der Oberfliche der Sphiroide in der
GroBenordnung der Transportgeschwindigkeit respiratorischen Epithels beim Menschen
in vivo liegt. Somit kann die Geschwindigkeit der im Schleim rotierenden Sphiroide als
Aquivalent zur Transportgeschwindigkeit, mit der die Zilien in vivo den Schleim befor-

dern, angenommen werden (20).

1.2. Primare und sekundare Storfaktoren fur die Funktion des Flim-
merepithels

Funktionsstorungen des respiratorischen Flimmerepithels konnen primire und sekundaire
Ursachen zur Grunde liegen.

Unter Primiren Cilidren Dyskinesien (PCD) wird eine heterogene Gruppe angeborener
Erkrankungen des Zilienapparates zusammengefasst, die sich sowohl in der klinischen Pri-
sentation als auch in der genetischen Ursache unterscheiden. Als sekundire Storfakten
werden exogene Einfliisse, beispielsweise Temperaturschwankungen, Rauchen, postinfek-
tiése Ziliendysfunktion oder medikamentése Einflisse zusammengefasst.

Alle unter der PCD zusammengefassten Erkrankungen einigt eine Fehlfunktion des Zi-
lienapparates. Auffillig ist eine tberzufillige Koinzidenz einer PCD mit dem Vorliegen
eines Situs inversus. Unter dem Namen Kartagener-Syndrom wird das gleichzeitige Auf-

treten einer PCD und eines Situs inversus in der Literatur bezeichnet. Die Pravalenz der

11
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PCD wird mit ca. 500.000 Patienten weltweit angegeben. Infolge der dysfunktionellen Zi-
lien kumuliert der Mukus in den oberen Atemwegen und kann nicht passiv oralwirts ab-
transportiert werden. Infolgedessen kommt es gehduft zu mikrobiellen Infektionen der
Atemwege sowie der Nasennebenhohlen und des Mittelohres. Das rezidivierende Auftre-
ten von Infektionen erhoht das Risiko einer Chronifizierung mit im Verlauf strukturellen
Organschiden. Die betroffenen Kinder fallen bereits im Neugeborenenalter durch eine
angestrengte Atemarbeit auf, hiufig werden sekretverlegte Atemwege beobachtet und
durch rezidivierende Hustenanfille kann es zu einem Kollaps einzelner Lungenabschnitte
kommen. Infolge der gestérten mukozilidgren Clearance nimmt im Verlauf nicht nur die
Haiufigkeit von Infektionen der Atemwege zu, zusitzlich werden schon im Kleinkindalter
gehiuft Adenoide und Mittelohrinfektionen beobachtet. Prognostisch sind die Infektionen
der Lunge bestimmend, da es neben strukturellen Verinderungen infolge der Chronifizie-
rung zu einem gehduften Auftreten von Pneumothoraces kommt. Insbesondere wenn es
nicht gelingt, kollabierte Lungenabschnitte wiederzueroffnen, sind diese als Herde chroni-
scher Infektionen zu betrachten. Der Ventilmechanismus von sekretverstopften Bron-
chien kann zur Entwicklung von Bronchiektasien fithren (60). Die Diagnosestellung er-
folgt durch die Analyse von zilientragenden Zellen der Nasenschleimhaut wie oben be-
schrieben.

Als ein weiterer relevanter Ausloser der zilidren Dysfunktion wird die Mukoviszidose, die
zu den Stoffwechselerkrankungen gezihlt wird, gerechnet. Sie ist eine autosomal-rezessive
Erbkrankheit der exokrinen Driisen, bei der ein Defekt der Chloridkanile in der Membran
der Epithelzellen besteht. Durch diesen Kanaldefekt ist der Transport fiir Chlorid und
Natrium gestort, wodurch die Mukoviskositit stark verindert wird (73). Im respiratori-
schen System kommt es aufgrund des zihen Schleimes zu rezidivierendem Husten sowie

pulmonalen Infekten, u.a. verursacht durch Pseudomonas aeruginosa, Bukholderia cepacia

12
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oder Staphylococcus aureus. Im weiteren Verlauf entwickeln die Patienten oft ein ausge-
prigtes obstruktives Emphysem. Die mukozilidre Funktion wird hier scheinbar durch die
Abnahme der perizilidren Flissigkeit negativ beeinflusst und die eingeschrinkte Zilien-
funktion lisst eine bakterielle Uberwucherung und Entziindung der Lunge zu (74, 75).
Zu den relevantesten sekundiren Storfaktoren der Zilienfunktion wird der tigliche Ziga-
rettenkonsum gezihlt. Infolge des hochfrequenten Nikotinkonsums kommt es zu mor-
phologischen Verinderungen durch eine Epithelverdickung sowie eine Hyperplasie von
Becherzellen des Respirationstraktes. Zudem kommt es zu einer Proliferation von Alveo-
larmakrophagen. Dies fihrt zum Verlust von Zilien sowie einem signifikant erhéhten Ri-
siko zur Entwicklung einer Plattenepithelmetaplasie (71). Einige Studien haben gezeigt,
dass sich der Zigarettenkonsum in Abhingigkeit der Konzentration des Nikotins negativ
auf die zilidre Schlagfrequenz auswirken kann (72).

Hiufig werden sekundire Zilienfunktionsstérungen bei Atemwegsinfektionen beobachtet.
Die Diagnostik und die Differentialdiagnose basieren auf dem typischen klinischen Bild
mit verdickten Schleimhiuten, erschwerter Nasenatmung und Dyspnoe. Die Zilienstruktur
kann unter einem Elektronenmikroskop untersucht werden, wo sich die Verinderungen
ihrer Morphologie nachweisen lasst (96). Ein weiterer relevanter Faktor fiir die Beeintrich-
tigung der Schlagfrequenz der Zilien sind Temperaturschwankungen. So konnten Gamarra
et al eine Zunahme der Schlagfrequenz bei einer Temperatursteigerung von 37° bis 40°
Celsius feststellen, bei tiber 40 © Celsius kam es zu einer signifikanten Abnahme der Schlag-
frequenz (20).

Die Frequenz des Zielschlags kann unter dem Einfluss verschiedener Faktoren stimuliert
oder gehemmt werden. Beispielweise kann die Schlagfrequenz der Zilien durch ATP, Ad-
renalin, Terbutalin (61, 62, 63, 64, 65), Calcitonin gene-related peptide (66) und durch

Prostaglandine (67) stimuliert werden. Eine Hemmung der Schlagfrequenz der Zilien wird

13
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unter anderen durch Stoffe wie Lokalanidsthestika (68), Opioide (69) und Nitrogenoxide
(70) hervorgerufen.
Bislang liegen keine ausreichenden Daten zur Funktionsstorung des respiratorischen Flim-

merepithels unter chemotherapeutischer Behandlung vor.

1.3. Cisplatin

Cisplatin (cis-Diammindichloroplatin II) ist eines der am meisten verwendeten Chemothe-
rapeutika (23). Die chemische Struktur basiert auf einem komplex gebundenen Platinatom.
Die antitumordse Wirkung basiert auf einer Vernetzung von DNA-Molekillen, was zu
Apoptose fihrt. Durch die Vernetzung der DNA-Stringe kommt es zu einer Stérung des
Zellstoffwechsels und in dessen Folge zur Apoptose. Aufgrund der unspezifischen Wirk-
weise treten diese Effekte- analog zu anderen Zytostatika- nicht nur bei maligne entarteten

Zellen, sondern auch bei gesunden Koérperzellen mit hoher Teilungsrate auf. (56, 57, 58).

1.3.1. Pharmakodynamische Eigenschaften

Als anorganische Verbindung, die mit Platin ein Schwermetall enthilt (cis-Diammindich-
loridoplatin II), hemmt Cisplatin durch Bildung von Vernetzungen einzelner DNA-
Stringe die DNA- Synthese. In weitaus geringerem Umfang werden auch die Synthese von
Proteinen und RNA gehemmt. Neben der Hemmung der DNA-Synthese werden auch
andere Wirkmechanismen des Cisplatins beschrieben, hierzu zihlt insbesondere die Stei-
gerung der Immunogenitit von Tumorzellen. Alkylierende Substanzen sind in threm Wirk-
profil dem Cisplatin dhnlich. Neben den oben beschriebenen Eigenschaften verfiigt Cis-
platin auch tber eine radiosensibilisierende, antibakterielle und immunsuppressive Potenz.
Simtliche Effekte von Cisplatin scheinen Zellzyklus- unspezifisch zu sein. Die bevorzugte
Bindung von Cisplatin an die N-7- Position von Guanin und Adenosin - auch andere
DNA- Basen sind potentielle Bindungspartner - begriindet die zytotoxische Wirkung die-

ser Substanz (59).
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1.3.2. Pharmakokinetische Eigenschaften

Nach intraventser Anwendung wird Cisplatin rasch in allen Geweben verteilt. Die héchs-
ten Konzentrationen werden in Leber, Nieren, Harnblase, Muskelgewebe, Haut, Hoden,
Prostata, Pankreas und Milz erreicht. Nach intravendser Anwendung verlauft die Elimina-
tion von filtrierbarem, nichtproteingebundenem Cisplatin zweiphasig, wobei die initiale
und terminale Halbwertszeit bei 10 — 20 Minuten respektive 32 — 53 Minuten liegt. Die
Elimination der Platin-Gesamtmenge verlauft in drei Phasen mit einer Halbwertszeit von
14 Minuten, 274 Minuten bzw. 5,3 Tagen. Cisplatin liegt zu 90% an Plasmaproteine ge-
bunden vor. Die Ausscheidung erfolgt tiberwiegend tiber den Harn. 27 — 43 % der verab-
reichten Dosis sind innerhalb der ersten finf Tage nach der Behandlung im Harn nach-

weisbar. Ebenso wird Cisplatin auch tiber die Gallefliissigkeit ausgeschieden (59).

1.3.3. Die Wirkung von Cisplatin auf Endorgane

Gegenstand dieser Arbeit war es, genau zu untersuchen, welche Auswirkung das Cisplatin
auf die mukozilidre Funktion aufweist unter der Annahme, dass die mukozilidre Funktion
deutlich eingeschrankt sein wird und die Rotationsfrequenz der hier in vitro Modell ver-
wendeten Spharoide abnehmen wird.

Der Aqua-Cisplatin-Komplex reagiert aufgrund seiner hohen Elektrophilie bevorzugt mit
dem N-7- Atom von Guanin und Adenin. Hierdurch entstehen entweder Verkntpfungen
innerhalb eines DNA-Stranges (Intrastrang-Quervernetzung) oder zwischen benachbarten
DNA-Stringen (Interstrang Quervernetzungen). Zusitzlich kann das Auslésen von
Punktmutationen als weiterer Wirkmechanismus angesehen werden. Dartber hinaus fihrt
Cisplatin zu einer Hemmung der DNA-Reparatur sowie der Telomeraseaktivitit. Durch
alle genannten Wirkungsmechanismen kommt es zur Induktion der Apoptose in sich

schnell teilenden Zellen (27). Nach intravendser Gabe bleibt der Wirkstoff zundchst im
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Serum und erreicht durch passive Diffusion das intrazellire Kompartiment. Wahrschein-
lich bindet nur etwa ein Prozent des aufgenommenen Cisplatins die intrazellulire DNA.
Der Rest wird von 16slichen und unldslichen Proteinen gebunden. Der vollstindige Meta-
bolismus ist noch nicht abschlieBend erforscht. In der Onkologie wird Cisplatin in vielen
Erstlinientherapien aufgrund seiner im Vergleich guten Ansprechrate der behandelten Tu-
moren verwendet (23, 24, 25, 26). Das hochwirksame Cisplatin wird bei vielen onkologi-
schen Erkrankungen eingesetzt, eine Limitierung zur Fortfihrung der Therapie beruht im-
mer auf seinem ausgepragten Nebenwirkungsprofil. So ist bekannt, dass vor allem die Ne-
phrotoxizitit (55) oft eine Dosislimitierung bedingt. Zudem erleiden viele Krebspatienten
einen Tumorprogress bei beobachteter Cisplatinresistenz, bedingt durch Anderungen in
der zelluliren Aufnahme, des Metabolismus des Wirkstoffes in der Niere und der Leber
sowie einer Steigerung der DNA-Reparatur und anti-apoptotischer Mechanismen (92). Um
die Resistenzentwicklung zu iberwinden, wird Cisplatin regelhaft in Kombination mit an-
deren Medikamenten verwendet. Bei niedrigen intrazelluliren Chloridionkonzentration
hydrolisiert das Cisplatin in unterschiedlich geladene reaktive Formen, welche ca. tausend
Mal stirker wirken als das normale Cisplatin und bewirkt eine Hemmung der Mitochond-
rien durch Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung (93). Daraus resultiert ein Aus-
strom von Calcium aus den Mitochondrien und ein Anstieg des intrazelluliren Calciums,
was zu einer Stérung in der normalen Calciumhomdostase fuhrt und damit die normale
Zellfunktion beeintrichtigt. Das Glutathion scheint essential fiir die Permeabilitit der Mi-
tochondrien-Membran und fir die Enzymfunktion zu sein, indem es die SH-Gruppe in
reduzierter Form behilt. Ist die SH-Gruppe nicht in dieser reduzierten Form so wird das
Enzym inaktiviert. Cisplatin induzierte Toxizitit insbesondere die Nephrotoxizitit scheint
durch eine Abnahme der intrazelluliren Gluthation Konzentration zu stehen. Unter Cis-
platin Einwirkung wird auch das Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid welches fur die Auf-

rechterhaltung der SH-Gruppen notwendig ist reduziert. Folglich scheint diese Abnahme
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zur einer Hemmung der Dehydrogenase zu fithren, was zur Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung fithrt und zum oxydativen Stress. Dieser Prozess ist autolytisch und ver-
ursacht schwere Schiden an der Mitochondrien-Membran (94). Die Nephrotoxizitit oder
ein akutes Nierenversagen unter Cisplatinbehandlung tritt bei etwa einem Drittel der Pati-
enten auf (82-87).

Wie Cisplatin zur Schidigung von gesunden Zellen fiihrt, ist nicht im Detail bekannt. Wie
genau Cisplatin die mukozilidre Funktion beeinflusst, ist bislang nicht untersucht worden.
Gonzalez et al konnten zeigen, dass Cisplatin eine zytotoxische Wirkung aufweist auch
ohne DNA-Schidigung (76). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass das Cisplatin
eine Apoptose auch in zellkernlosen Zytoblasten indiziert (77). So weist das Cisplatin wei-
tere Angriffspunkte auf, da nur ca. ein Prozent eine intrazellulire Interaktion mit der DNA
aufweist (78). Park et al zeigten, dass Cisplatin einen Einfluss auf viele Proteine und Io-
nenkanile aufweist, letztendlich wie der Apoptoseweg in Tumorzellen zu Stande kommt
ist noch unzureichend geklirt (79, 80). Cisplatin scheint jedoch auch seine Wirkung iiber
das Calciumion zu entfalten was in einer weiteren Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe unter
genaueren Betrachtung der Verinderung des Calciumhaushaltes des respiratorischen
Epithels unter Cisplatinbehandlung untersucht wurde (45). Berger et al zeigten bereits in
thren Versuchen, dass es einen niedrigeren Calciumgehalt in den kleinzelligen Lungenkar-
zinomzelllinien im Vergleich zu gesunden Lungenepithel gab, wodurch erkenntlich wurde,
dass die Verdnderungen des intrazelluliren Calciumhaushaltes in den Lungenkrebszellen

eine wichtige Rolle zuzuschreiben wire (49, 81).

17



Einleitung und Zielsetzung dieser Arbeit
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Abbildung 1: Darstellung eines Cisplatin- DNA- Komplexes. Wie dargestellt kommt es zu Querver-
kntpfungen zwischen Guaninen der DNA und dem zentralen Platinion (27).

In Analogie zu anderem Chemotherapeutika sind viele unerwiinschte Wirkungen von Cis-
platin beschrieben. Unter anderem verursacht es meist passagere Schadigungen im Kno-
chenmark mit Andmie, Thrombozytopenie und Neutropenien bis hin zur Agranulozytose.
Zudem koénnen Schidigungen an Herz, Nieren, Muskeln, Hor- und Sehorganen sowie an
der Leber und Haut entstehen (28). Die hohe emetische Potenz des Medikamentes erfor-
dert eine prophylaktische antiemetische Therapie vor jeder Gabe.

Aufgrund seines breiten Wirkspektrums und seiner Effektivitit ist Cisplatin ein weit ver-
breitetes Chemotherapeutikum in der Therapie solider Tumoren. In verschiedenen Thera-
pielinien kommt Cisplatin sowohl in (neo-) adjuvanten als auch in palliativen Therapiekon-
zepten zum Einsatz. So werden Hoden-, Ovarial-, Harnblasen-, Zervix- und nicht klein-
zellige Bronchialkarzinome sowie Plattenepithelkarzinome von Hals und Kopf hiermit be-
handelt (43). In der Gastroenterologie wird Cisplatin beispielsweise zusammen mit Gemci-
tabine in der palliativen Therapie der Cholangiozelluliren Karzinome eingesetzt (54). In

Kombination mit anderen Zytostatika wird Cisplatin sowohl in der primiren als auch ad-
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juvanten Therapie nach einer operativen Behandlung oder Bestrahlung eingesetzt (44). Bis-
lang gibt es keine ausreichenden Untersuchungen in Bezug auf die Auswirkung des Cispla-
tins auf die Lungenfunktion oder die mukozilidre Funktion des respiratorischen Epithels.
Wir wissen, dass Cisplatin eine toxische Auswirkung hat, einhergehend mit einer Funkti-
onseinschrinkung der Nieren (55). Ebenso ist eine progrediente Innenohrschwerhorigkeit
als Nebenwirkung beschrieben. Da das Cisplatin bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzino-
men in der Therapie genutzt wird, sollen die Auswirkungen von Cisplatin auf die mukozi-

lidare Funktion von humanen Nasenepithelzellen untersucht werden.

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung von Cisplatin auf die mukozilidre Funktion
bei gesunden Probanden in vitro zu untersuchen. Der Fragestellung zugrunde liegt die
Annahme, dass die zilidre Dysfunktion, die an renalen Zilien in vivo und in vitro unter
Cisplatingabe beobachtet werden konnte und die zu einer signifikanten Funktionsein-
schrinkung der Niere fihren kann, auf den Zilienapparat des respiratorischen Epithels
Ubertragen werden kann. Ein vermehrtes Auftreten respiratorischer Infekte in den klini-
schen Studien, die zur Etablierung von Cisplatin als Bestandteil von Polychemotherapien
gefithrt haben, legt den Schluss nahe, dass neben einer insgesamt erhéhten Infektneigung
infolge einer Myelodepression auch Funktionsstérungen des Flimmerepithels ursdchlich
sein konnen (28). An renalen Zilien konnte gezeigt werden, dass die Zilien in ihrer Funk-
tion deutlich beeintrichtig werden unter einer Cisplatinbehandlung. Wang et al konnten
zeigen, dass die Zilien nach zwei bis vier Stunden nach Exposition mit Cisplatin keine
Verinderung der Zilienlinge und der Flimmerfrequenz aufwiesen. Erst die Behandlung
mit Cisplatin iiber 8-16 Sunden fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der Flimmerlinge
und Flimmerhidufigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe. Hier wurde gezeigt, dass die zi-

lidre Dysfunktion ein genereller Pathomechanismus beim akuten Nierenversagen ist (88).
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In Anbetracht dieser Erkenntnisse, dass Cisplatin eine schidigende Auswirkung auf die
Zilien im Nierengewebe aufweist und das Calcium eine wichtige Rolle in der Apoptose
Einleitung spielt, war es Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, welche Auswirkung Cisplatin
auf die Funktion respiratorischer Flimmerepithelien bzw. deren Zilien austibt und wie sich
die mukozilidre Funktion verindert. Ebenso sollte die Dynamik des Eintretens von Ver-
anderungen nach Exposition mit Cisplatin untersucht werden. Unklar ist, ob die deutlich
erhohten Cisplatinkonzentrationen des renal eliminierten Medikamentes im Primérharn
einen im Vergleich zur geringeren Exposition des respiratorischen Flimmerepithels toxi-
scheren Effekt auf die nasalen Zilien hat. Funktionelle Analogien der Zilienapparate beider
Organe lassen die Hpyothese einer toxischen Schidigung auch der respiratorischen Zilien
zu.

Als Modell der Funktionsmessung wurden in dieser Arbeit dreidimensionale Sphiroide
verwendet. Hiermit wurde die Rotationsfrequenz von Nasalepithel-Sphiroiden als
Messparameter fiir die mukozilidgre Funktion analysiert (20).

Fir das gewiahlte ex- vivo Modell legten wir in Anlehnung an die Arbeit von Schrédl et al
die eine Plasmakonzentration drei Stunden nach Cisplatinbehandlung zwischen 0,5-2
ug/ml bei Lungenkrebspatienten gemessen hatten (97), eine Konzentration von 1 mg/ml
Cisplatin unter der Annahme, dass der Effekt auf die Rotationsgeschwindigkeit der
Sphiroide deutlicher darstellbar wird und die Apoptose schneller eingeleitet wiirde, fest.
In dieser Arbeit soll die Auswirkung von Cisplatin auf die mukozilidre Funktion von hu-
manen Epithelzellen bei gesunden Probanden untersucht werden. Folgende Fragestellun-

gen wurden untersucht.

e Bestimmung der basalen Rotationsfrequenz der Sphiroide ohne kontinuierliche

Zugabe von Medium unter Kontrollbedingungen in vitro
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e Bestimmung der basalen Rotationsfrequenz ohne kontinuierliche Zugabe von Cis-
platin in vitro

e Bestimmung der Rotationsfrequenz unter kontinuierlicher Cisplatin-Zugabe tiber

30 Minuten
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2. Material und Methoden

2.1. Kohorte

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Ludwig-
Maximilians-Universitit Miinchen genehmigt und wurde nach den Prinzipien der good clinical prac-
tice (GCP) unter Berticksichtigung der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Alle Probanden un-
terschrieben vor Studienteilnahme nach mindestens 24-stiindiger Bedenkzeit und mindlicher Auf-
klirung einen Aufklirungsbogen. Das respiratorische Epithel wurde von freiwilligen, gesunden Per-

sonen entnommen, die nach Aufklirung der Probeentnahme zugestimmt hatten.

Die Einschlusskriterien waren ein Mindestalter von 18 Jahren, vollkommene psychische und kor-
perliche Gesundheit sowie die Bereitschaft, sich mittels einer Zytologiebiirste etwas Nasenepithel
entnehmen zu lassen. Zudem sollten die Patienten keinen regelmiBligen Medikamentengebrauch

aufweisen.

Die Ausschlusskriterien waren das Vorhandensein von Allergien, chronischen Atemwegserkrankun-
gen, akuten respiratorischen Infektionen, Nikotinkonsum und Bedingungen, die einer Probeent-

nahme aus dem Nasenepithel entgegenstanden, wie zum Beispiel Gerinnungsstérungen.

Die folgende Tabelle stellt eine Ubersicht der Probanden dar:

Proband Geschlecht Alter Zellkultur kontami-
niert

1 W 27 nein

2 W 23 nein

3 W 23 nein
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4 W 24 nein
5 M 23 nein
6 M 26 nein
7 M 23 ja
8 M 22 ja
9 W 23 ja
10 M 30 ja

Tabelle 1: Ubersicht der Probanden

2.1.1. Gewinnung von Nasenepithel

Mit einer Zytologiebtirste erfolgte die Probeentnahme aus dem Nasengang. Dabei wurde die Zyto-
logiebiirste in den unteren Nasengang eingefithrt und vor- und zuriickbewegt. Das so gewonnene
Probematerial (Zellen, Epithelstreifen, Schleim) wurde von der Zytologiebiirste in ein Zentrifugal-
r6hrchen (14 ml, # 188 261 Fa. Grainer Labortechnik, Solingen, Germany) mit physiologischer
Kochsalzlésung (0,9 % Natriumchloridldsung von Braun Melsungen AG, Hessen, Germany) abge-
streift. Hierbei wurde die Zytologiebtirste mehrfach aus ihrer Hiille heraus- und wieder hineinbe-

wegt. Dieser Vorgang wurde mehrfach wiederholt, um gentigend Probematerial zu gewinnen (50).

2.1.2. Kultivierung des nasalen respiratorischen Epithels

Nachdem das Probematerial entsprechend der oben beschriebenen Methode entnommen worden
war, wurde zunichst eine Ruhezeit von 15 Minuten eingehalten, bevor es dreimalig gewaschen
wurde. Es wurden sechs Inserts (Cell Culture Insert FALCON® #353097 Becton Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA) in eine Gewebekulturplatte (Tissue Culture Plate, 24 Wells FAL-

CON® #353047 Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) mit einer sterilen Pinzette
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eingelegt. Das gewonnene und gewaschene Probenmaterial, bestehend aus Mukus und Epithel-
zellstreifen, wurde mit einer 30 pl Pipette (Eppendorf, Hamburg, Germany) in den Inserts gleich-
milig verteilt. In die Multiwell-Platte wurden 400 pl Medium um die Inserts herum pipettiert. Zu-
dem wurde in die Inserts jeweils 50 ul Medium hineingegeben.

Die angefertigten Zellkulturen wurden beschriftet und im Brutschrank (Typ B 5060 EC/CO2, He-
raeus, Hanau, Germany) unter 37°C mit 5 % CO2 und nahezu 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Jeden Tag wurde die Kultur mikroskopisch begutachtet und die Entwicklung der Spharoide doku-
mentiert. Dazu wurden tdglich 50 pl Medium in die Inserts pipettiert, um den Verlust zu kompen-
sieren und der Austrocknung vorzubeugen. Hiermit konnte ein optimaler Nihrboden fir die
Epithelzellstreifen erzielt werden. Bereits nach einigen Stunden bildeten sich die ersten rotierenden

Sphiroide aus den Epithelzellen (50).

2.1.3. Herstellung der Zellkulturen

Fir die Zellkulturherstellung wurden zunichst 36 ml AECBM (Airway Epithel Cell Basal Medium,
C-21260, Fa. Promo Cell, Heidelberg, Germany) mit 4 ml NES (Neugeborenen Kilberserum, hit-
zedenaturiert, 26010-041, Fa. Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Germany) gemischt.

Des Weiteren wurden 80 pg Penstrep (Penicillin, Streptomycin, 10000 IU/ml — 10000 pg/ml,
#15140114, Fa. Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Germany) sowie 160 ug Fungizone (Ampho-
tericin B, 250 pg/ml, #15290-026, Fa. Life Technologies GmbH, Katlsruhe, Germany) hinzugege-
ben, um ein Uberwachsen infolge einer moglichen Kontamination zu vermeiden. Alle Medien wur-
den in ein Blue Cap (Modified polystyrene conikal tube 50 ml # 352074 Becton Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA) gegeben und unter Zentrifugation vermischt. Die hergestellte Lo-
sung konnte eine Woche lang bei einer Temperatur von 4°C gelagert werden (50).

Nachdem das Medium vorbereitet worden ist, wurde das zuvor gewonnene und gewaschene Pro-
bematerial, bestehend aus Mukus und Epithelzellstreifen, mit einer 30l Pipette (Eppendorf, Ham-
burg, Germany) in den Inserts gleichmiBig verteilt. In die Multiwell-Platte wurden 400 ul Medium

um die Inserts herum pipettiert. Zudem wurde in die Inserts jeweils 50 pl Medium hinzugegeben.
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2.1.4. Zahlung und Beurteilung der entstandenen Spharoide

Die Beurteilung der Zellkultur erfolgte tiglich am Phasenkontrastmikroskop. Die Anzahl der ent-
standenen Sphiroide wurde gezihlt und dokumentiert. Eine Einteilung erfolgte in rotierende und
nicht rotierende Sphiroide. Eine Zugabe von 50 ul Medium erfolgte pro Insert um einer Austrock-
nung vorzubeugen. Zudem erfolgte eine mikroskopische Beurteilung auf Kontamination mit Bak-
terien oder Pilzen. Bei Infektionszeichen wurde die jeweilige Zellkultur verworfen.

Basierend auf friheren Arbeiten (6, 20, 50) unserer Arbeitsgruppe, aus denen hervorging, dass sich
in einer funktionierenden Zellkultur nach drei Tagen ausreichend Sphiroide fiir die Bestimmung
der Rotationsgeschwindigkeit gebildet haben, wurden Zellkulturen, in denen sich nach drei Tagen

keine rotierenden Sphiroide gebildet haben, ebenfalls verworfen.

2.2. Grundmedienherstellung

Im Folgenden sollen die Arbeitsabliufe und die verwendeten Materialien beschrieben werden.
Alle Arbeitsschritte wurden unter einer sterilen Abzugshaube (Laminar Airflow, HB 24725, Fa.

Haereus, Minchen, Germany) durchgefiihrt.

2.2.1. Herstellung von AECGM

In die 500 ml Airwas epithelial cell growth medium (AECGM-Grundldsung) (#C-21260, Fa. Promo
Cell, Heidelberg, Germany) wurde eine Supplement-Packung (#C39160, Fa. Promo Cell, Heidel-
berg, Germany) mit folgendem Inhalt gegeben: 2 ml Rinder-Hypophysenextrakt, 0,5 pg/ml EGF,
humaner rekombinanter Epidermal growth factor, 5,0 mg/ml Rinder-Insulin, 500 pg/ml Hydrocor-
tison, 500 mg/ml Epinephrin, 6,5 ng/ml Trijodthyronin, 10 mg/ml Transferrin, 100 ng/ml Retinol-
sdure.

Zudem wurden Penicillin-Streptomycin (Penstrep ® # 15140114 Fa. Life Technologies GmbH,
Karlsruhe, Germany) mit einer Endkonzentration von Penicillin 10 U/ml und Streptomycin 10

ug/ml sowie Amphotericin B (Fungizone ® # 15290-026, Fa. Life Technologies GmbH, Karlsruhe,
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Germany) mit einer Konzentration von 1 pg/ml dazugegeben. Des Weiteren erfolgte die Zumi-
schung von 10% NCS (Neugeborenen Kilberserum, hitzedenaturiert, #26010-041, Fa. Life Tech-
nologies GmbH, Karlsruhe, Germany). Die so zusammengestellte Nahrlosung konnte tiber zwei

Wochen lang bei 4°C aufbewahrt werden (50).

2.2.2. Herstellung von DMEM

Das Dulbecco’s modified eagle medium pulver (DMEM), #52100-021, Fa. Life Technologies
GmbH, Karlsruhe, Germany) wurde mit N-2-Hydroxyethylpiperracin-N-2-Ethansulfonsiure, (HE-
PES Pulver), (#11344-025, Fa. Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Germany) auf einen pH-Wert
von 7,310,1 gepuffert. Mit Hilfe eines Bakterienfilters (Minisart, PorengréBie 0,2 um, #16534, Fa.
Sartorius AG, Géttingen, Germany) wurde die Losung steril filtriert und bei einer Temperatur von

4°C gelagert (50).

2.3. Bestimmung der mukoziliaren Funktion

Die Rotationsfrequenz der Sphiroide wurde als Parameter fiir die mukozilidre Funktion genommen
(20). Jedes Sphiroid weist eine individuelle, charakteristische und nichtsymmetrische Form auf, auf-
grund dessen der Beginn und das Ende einer definierten Anzahl an Umdrehungen gezihlt werden
kann. Die koordinierte Bewegung der Zilien verursacht eine Rotation der Sphiroide im umgebenden
Mukus (29), weshalb angenommen werden kann, dass eine hohere zilidre Schlagfrequenz zu einer
schnelleren Rotation fithrt. Es wurde jeweils die Zeit, die ein Spharoid fir drei Drehungen um seine
eigene Achse braucht, gemessen. Die zuvor definierte Anzahl an Umdrehung wurde definiert, da in
Vorversuchen unserer Gruppe gezeigt werden konnte, dass die Rotationsfrequenz gleich ist, wenn
man finf Umdrehungen oder, wie hier gewihlt, drei Umdrehungen standardisiert misst. Die Rota-
tionsfrequenz (R) lasst sich entsprechend aus der Zeit (t), die fir eine bestimmte Anzahl von Um-

drehungen (U) notwendig ist, nach der Formel R=U/t berechnen.
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2.3.1. Durchfihrung des Versuchs zur Messung der mukoziliaren Funktion

Die hier verwendeten Methoden und Versuchsabliufe wurden bereits durch unsere Arbeitsgruppe
etabliert und weiter verindert (6, 20, 50).

Die angelegten Kulturen wurden am dritten Tag bei mehr als drei Sphiroiden nach Randomisierung
entweder mit Cisplatin oder mit cisplatinfreiem Medium (Kontrolle) inkubiert. Alle Materialien wur-
den auf einer Zytostatika-Unterlage (Spill Proof-Prep Mats Z+® Berner International GmbH,
Elmshorn, Germany) und unter der Abzugshaube (Laminar Airflow, HB 24725, Fa. Haereus, Min-
chen, Germany) bearbeitet. Zum Schutz vor Kontamination und zum Selbstschutz wurden spezielle
LatexProtective-Handschuhe (CE 0299, Berner International GmbH, Elmshorn, Germany) getra-
gen.

Zur Bestimmung der Rotationsgeschwindigkeit der Sphiroide wurden die Inserts mit den Sphiroi-
den in eine Doppelkammer eingelegt. Bei der Versuchsdoppelkammer handelte es sich um eine
doppelwandige Metallkammer (siche Abbildung 2), in deren Mitte sich die eigentliche Versuchskam-
mer befindet. Als Boden fiir diese innere Kammer wurde vor jedem Versuch ein Deckglischen
(Durchmesser 15 mm, Stirke 3, #1001, Fa. Schultheiss, Heimsheim, Germany) mit Silikon-Paste
(Baysilone mittelvisk6s, #3501 12071, Fa. Bayer tber Fa. Labor Schubert und Weiss, Miinchen,
Germany) angebracht. Zum Schutz vor Verdunstung wurde die Kammer mit einem weiteren Deck-
glischen belegt. Mit ihrem glisernen Boden wurde die Kammer auf ein Phasenkontrastmikroskop
(Stemi 2000C, Fa. Catl Zeiss, Jena; Mikroskoplampe, NAG G/281243 40 VA, Fa. Catl Zeiss, Jena,
Germany) gestellt. Mit Hilfe einer Pumpe (BP742 Fa. Fresenius Apparatebau, Bad Homburg, Ger-
many) wurde erwirmtes Wasser durch die doppelte AuBlenwand der Kammer gepumpt, sodass in
der inneren Kammer konstant eine Temperatur von 35 £ 0,5°C gehalten werden konnte. Die Kam-
mer wurde durch Schliuche mit dem Wirmebad (Fa. Gesellschaft fiir Labortechnik, mbH, Burgwe-
del, Germany) verbunden, welches vor dem Einlegen der Inserts bereits temperiert war.

Die Temperatur konnte tber ein fest in der inneren Kammer installiertes Messgerat (GTH 1200, Fa.
GHM Messtechnik GmbH, Regenstauf, Germany) kontrolliert und bei Bedarf tiber Verinderung
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der Temperatur im Wirmebad und Anderung der Durchlaufgeschwindigkeit korrigiert werden. Das
Phasenkontrastmikroskop, auf dem die Versuchskammer lag, wurde an eine Videokamera ange-
schlossen, sodass die Rotation der Spharoide auf Video aufgenommen werden konnte (Videokamera
Typ EB 512, Fa. Ebro; Videorekorder, Ag7350, Fa. Panasonic, Monitor, WV BM1400, Fa.Pa-

nasonic, Titler, FX Titler WJ-AVE1, Kadoma, Japan) (50).

\ /
Mikroskop —/
/ A "\\ s -
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l‘, = /’I \ = //
\.\\—— . ——
[ |
Videokamera

Durchfluff vom
Wiarmebad

Versuchskammer

\‘_f Lichtquelle

Abbildung 2: Versuchsaufbau: Doppelkammer mit tber die Pumpe angeschlossenem Wasserbad und Thermome-
ter (0). Im inneren Kreislauf flie3t das Cisplatinmedium oder das cisplatinfreie Medium tiber eine separate Pumpe
zur Behandlung der Sphiroide iber einen Zeitraum von dreilig Minuten. Das in die Doppelkammer eingelegte
Insert und die sich drin befindlichen Sphiroide wurden unter dem Mikroskop mit Videoaufnahme begutachtet
und anschliefend ausgewertet.
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2.3.2. Messung der Rotationsfrequenz

Die Filmaufnahmen, die wihrend der durchgefithrten Versuche entstanden, wurden anschlieBend
ausgewertet. Dazu wurde die Zeit, die ein Sphiroid fir drei Drehungen um seine Achse bendétigte,
gemessen. Die Rotationsfrequenz (R) ldsst sich aus der Zeit (t), die fiir eine bestimmte Anzahl von

Umdrehungen (U) benétigt wird, nach folgender Formel berechnen: R=U/t

2.3.3. Erhebung der Durchmesser der Spharoide

Mittels einer Neubauer-Kammer wurden die Sphiroiddurchmesser bestimmt. Zu Beginn jeder Ver-
suchsaufnahme wurden die Inserts unter dem Phasenkontrastmikroskop bei immer gleicher Ver-
groBerung eingestellt. Unter der gleichen Vergrélerung erfolgte dann noch eine Aufnahme der Neu-
bauer-Kammer. Der Durchmesser des jeweiligen Sphiroids wurde zunichst mittels eines Lineals
auf dem Betrachtungsmonitor gemessen. Hiernach wurde die Lange eines unter derselben Vergro-
Berung wie das Spharoid gefilmten Kleinstquadrates der Neubauer-Kammer ermittelt. Nach Um-
rechnung nach der Formel d=0,05 k/s wurde der annihernd reale Durchmesser des Sphiroids et-
mittelt. Der gemessene Durchmesser und die ermittelte Rotationsfrequenz wurden zur Berechnung
der mukozilidren Transportgeschwindigkeit an der Oberfliche der Sphiroide genutzt (50).
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Abbildung 3: Neubauer-Kammer

Die Kante eines Kleinstquadrats entspricht einer Linge von 0,05 mm. In der oben genannten For-
mel entspricht k der Strecke der Kistchen bei der VergréBerung und s dem gemessenen Sphiroid-

endurchmesser.
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Abbildung 4: Aufbau des Zihlerfeldes bei der Neubauer Kammer

Die Neubauer Kammer (Fa. Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Germany) hat eine doppelte Netz-
teilung. Das Zihlnetz besteht aus neun Grof3quadraten von je ein mm? Sie werden Gblicherweise
fir die Leukozytenziahlung verwendet.

2.3.4. Erhebung der mukoziliagren Transportgeschwindigkeit an der Oberflache der
Spharoide

Die mukozilidre Transportgeschwindigkeit wird als Modell zur Beschreibung der Geschwindigkeit
des Abtransportes von Fremdkorpern infolge des Zilienschlages verwendet. Angenommen wurde
hier eine kugelige Gestalt der Sphiroide (6, 20). Der Durchmesser der Sphiroide wurde gemessen
und mit dem gemessenen Durchmesser und der ermittelten Rotationsfrequenz die mukozilidre
Transportgeschwindigkeit an der Oberfliche der Sphiroide (MTV) nach folgender Formel berech-

net:

V=dxnxR

(V) Geschwindigkeit, hier MTV, (d) Durchmesser des jeweiligen Sphiroids, (1) pi mathematische

Konstante (pi=3,14), Rotationsfrequenz (s -1).
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2.4. Versuchsreihen

2.4.1. Versuchsvorbereitungen und Aufbau

Die Zellkulturen wurden am dritten Kulturtag aus dem Brutschrank genommen und zunichst unter
dem Mikroskop begutachtet. Bei fehlenden Infektionszeichen und mehr als drei sich gebildeten ro-

tierenden Sphiroiden wurde die Kultur bzw. die Inserts randomisiert.

2.4.2. Aufteilung der Spharoide

Nach Anlage der Zellkultur wurden am dritten Tag die Sphiroide gezihlt und deren Anzahl pro
Insert dokumentiert. Jede angelegte Kultur, in der sich rotierende Sphiroide befanden, wurde in die
Studie aufgenommen und die Sphiroide nachfolgendem Schema aufgeteilt: in eine Gruppe, die mit
Cisplatin behandelt wird und eine weitere Gruppe ohne Cisplatinbehandlung. Die Aufteilung er-
folgte nach einem Zufallsprinzip. Indem eine Miinze geworfen wurde, wurden die Sphiroide je nach
angezeigter Zahl oder Kopf in eine der beiden Studiengruppen tberfihrt. Nach diesem Prinzip
wurden die Sphiroide in diese zwei Gruppen verteilt und die Insets mit den Sphiroiden entspre-
chend inkubiert.

1. Medium DMEM/NCS Versuchsreihe (Kontrollgruppe) n=29

2. Cisplatin-Versuchsreihe (Verumgruppe) n=38
Zur Auswertung der Rotationsgeschwindigkeit war zur Identifikation der vollstindigen Rotationen
eine morphologisch wiedererkennbare Oberfliche der Sphiroide essentiell, so dass nicht alle formal
rotierenden Sphiroide verwendet werden konnten. Die ungleich verteilten Gruppen basieren auf
den Ergebnissen des oben beschriebenen Zufallsprinzips bei der Aufteilung der rotierenden wnd
morphologisch zu identifizierenden Sphiroide. Insgesamt wurden im Versuchsaufbau 67 Sphiroide

identifiziert, die beide Kriterien erfullten.
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2.5. Medium DMEM/NCS-Versuchsreihe

In dieser Gruppe wurde die Rotationsfrequenz der nativen Sphiroide ohne Cisplatin nur mit Me-

dium DMEM/NCS inkubiert und untersucht.

2.5.1. Kultivierung der nasalen Sphéaroide fur die DMEM/NCS-Versuchsreihe

Wie bereits oben beschrieben, wurden die Zellkulturen von ausschlieBlich gesunden Probanden ent-

nommen und Gber drei Tage kultiviert.

Abbildung 5: Versuch 5, Well 4, (Kultur DMEM/NCS); VergroBerung 1:100
Exemplarische Darstellung mehrerer Nasenepithelsphiroide im eigenen Mukus unter dem Mikro-

skop in der Doppelkammer.

2.5.2. Versuchsaufbau fur die Medium DMEM/NCS-Gruppe

Das Insert mit den sich drin befindenden rotierenden Sphiroiden wurde zunichst mit 50 ul DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Pulver, 52100-021, Fa. Life Technologies GmbH, Karlsruhe,
Germany) beimpft. Dieser Vorgang erfolgte unter der sterilen Dunstabzugshaube am Arbeitsplatz

(Laminar Airflow, HB 24725, Fa. Haereus, Minchen, Germany).
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Die Doppelkammer wurde mit DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Pulver, 2100-021, Fa.
Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Germany) beftllt. Das Wasserbad wurde zuvor, wie oben
beschrieben, auf eine Temperatur von 35,0 + 0,5 °C eingestellt.

Das Insert wurde in die Doppelkammer eingelegt. Nach einer fiinfminttigen Pause wurde die Vide-
oaufnahme gestartet. Die rotierenden Sphiroide wurden zunichst iiber drei Minuten aufgenommen
ohne kontinuietliche Zufuhr von DMEM/NCS. Die Aufnahme wutde als basale Messung der Ro-
tationsfrequenz verwendet. AnschlieBend erfolgte eine kontinuierliche Zufuhr von DMEM/NCS
0,1 ml/min tber dreiBlig Minuten.

Nach durchgefithrter Messung und Videoaufnahme wurden die Sphiroide verworfen. Die Rotati-

onsgeschwindigkeitsauswertung erfolgte im Verlauf (siche Kapitel 2.7).

2.6. Cisplatin Versuchsreihe

2.6.1. Versuchsaufbau fir die Cisplatin-Gruppe

Wie oben beschrieben, erfolgte die Gewinnung des Kulturzellmaterials und die Randomisierung der
Inserts bereits vor Versuchsbeginn. In das mit Cisplatin zu inkubierende Insert wurden 50 pl Cis-
platin in einer Konzentration von 1mg/ml pipettiert. Diese Konzentration wurde auf Grund der
Vorversuche aus unserer Arbeitsgruppe gewahlt. Dabei wurde bei Lungenkrebs-Patienten nach Cis-
platin-Chemotherapie eine Cisplatin-Plasmakonzentrationen von hauptsichlich 0,5-2,0 pg/ml Cis-
platin Giber ca. 3h nach Chemotherapie beschrieben (97).

Das Insert wurde in die Doppelkammer eingelegt. Nach einer finfminttigen Pause begann die Vi-
deoaufnahme. Die rotierenden Sphiroide wurden zunichst ohne kontinuierliche Zufuhr von Cis-
platin tber drei Minuten aufgenommen. Die Aufnahme wurde als die basale Messung der Rotati-
onsfrequenz gewertet. Hiernach erfolgte eine kontinuierliche Zufuhr von Cisplatin in einer Kon-

zentration von 1 mg/ml mit 0,1 ml/min tber dreillig Minuten.
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2.7. Bestimmung der Rotationsgeschwindigkeit

Anhand der Neubauer-Kammer wurde der Durchmesser der Spharoide ermittelt (oben beschrie-
ben). Hiernach wurde eine markante Stelle der Sphiroide gesucht. Eine speziell hierfur entwickelte
Excel-Tabelle verfiigte tiber alle dafiir nétigen und oben beschriebenen Formeln. Zusitzlich wurden
die erhobenen Daten in ein Makro-Programm in Excel eingetragen, um die Messung der Rotation
zu berechnen (20, 50).

Wihrend das Video der Rotation der Sphiroide in Echtzeit lief, hatte der Auswerter zu Beginn der
Rotation eines Sphiroids einen Knopf zu betitigen, wodurch die Zeitmessung gestartet wurde. Der
Auswerter stoppte nach Beginn der Rotation bis zur dritten vollendeten Umdrehung um die eigene
Achse die Zeit. Nach der Zeiterfassung des Bewegungsablaufes wurde mit Hilfe der gestoppten Zeit

die Rotationsgeschwindigkeit berechnet (50).
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3. Ergebnisse

3.1 Anzahl der Gesamt-Spharoide und der rotierenden Sphéaroide an Tag 1/

Tag2/Tag3

In den nachfolgenden Tabellen wird eine Ubersicht der Gesamt-Sphiroid-Anzahl (ins) mit Hervor-

hebung der Anzahl der rotierenden Sphiroide (R) bzw. dem prozentualen Anteil der rotierenden

Sphiroide an der Gesamtanzahl der nachweisbaren Sphiroide (%) an Tag 1-3 (d1, d2, d3) in Kultur

dargestellt.
Proband 1 | d 1/ins. d1/R (%) [d2/ins. d2/R (%) |d3/ins. d 3/R (%)
Well 1 53 7 (13,2) 53 8 (15,1) 53 21 (39,6)
Well 2 46 11239 |46 7 (15,2) 46 10 (21,7)
Well 3 68 6 (8,8) 68 9 (13,2) 68 12 (17,7)
Well 4 56 10 (17,9) 56 15 (26,8) 56 16 (28,6)
Well 5 86 12(139) | 86 17.(19,7) | 86 21 (24,4)
Well 6 50 3(6) 50 6 (12) 50 17 (34)
Tabelle 2: Proband 1
Proband 2 | d1/ins. d1/R (%) [d2/ins. d2/R (%) |d3/ins. d 3/R (%)
Well 1 180 27 (15) 180 28 (15,5) | 150 23 (15,3)
Well 2 120 15(12,5) | 120 11 (9,2) 100 17 (17)
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Well 3 70 21 (30) 70 12(17,1) |60 8 (13,3)
Well 4 190 22 (11,6) | 150 15 (10) 100 14 (14)
Well 5 190 25(13,2) | 180 26 (14,4) | 170 20 (11,8)
Well 6 100 10 (10) 100 14 (14) 100 11 (1)

Tabelle 2: Proband 2
Proband 3 | d 1/ins. d1/R (%) |d2/ins. d2/R (%) | d3/ins. d3/R (%)
Well 1 60 10 (16,7) |70 12(17,1) |85 10 (11,8)
Well 2 60 8 (13,3) 60 7 (11,7) 60 4 (6,7)
Well 3 30 2 (6,7) 46 5 (10,9) 45 5(11,1)
Well 4 20 2 (10) 39 6 (154) 39 2 (5,1)
Well 5 50 5 (10) 50 5 (10) 65 9 (13,9)
Well 6 60 7 (11,7) 65 3 (4,6) 60 2 (3,3)

Tabelle 2: Proband 3
Proband 4 | d1/ins. d1/R (%) |d2/ins. d2/R (%) |d3/ins. d3/R (%)
Well 1 52 2 (3,9) 51 5(9,8) 52 10 (19,2)
Well 2 44 3 (6,8) 44 409,1) 44 5 (11,4)
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Well 3 73 3 (4,1) 73 2.(2,7) 73 3 (4,1)
Well 4 56 3 (5,4) 56 2 (3,6) 56 5 (8,9)
Well 5 54 23,7 54 4 (7,4) 54 4 (7,4)
Well 6 25 0 (0) 25 2(8) 25 2 (8)
Tabelle 2: Proband 4
Proband 5 | d 1/ins. d1/R (%) |d2/ins. d2/R (%) |d3/ins. d3/R (%)
Well 1 160 60 (37,5) | 160 65 (40,6) | 160 63 (39,4)
Well 2 36 7 (19,4) 36 7 (19.4) 36 9 (25)
Well 3 29 1 (3,45) 28 3 (10,7) 28 5(17,9)
Well 4 20 2 (10) 21 148 21 3 (14,3)
Well 5 10 1.(10) 14 2 (14,3) 14 3 (21,4)
Well 6 10 3 (30) 13 6 (46,2) 11 7 (63,6)
Tabelle 2: Proband 5
Proband 6 | d 1/ins. d1/R (%) |d2/ins. d2/R (%) |d3/ins. d3/R (%)
Well 1 13 1,7 12 2 (16,7) 12 1(83)
Well 2 41 5(12,2) 40 9 (22,5) 40 9 (22,5)
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Well 3 2 0 (0) 2 1 (50) 1 1 (100)
Well 4 10 0 (0) 10 3 (30) 10 2 (20)
Well 5 20 0 (0) 20 2 (10) 20 2 (10)
Well 6 11 0 (0) 11 109,) 11 109,0)

Tabelle 2: Proband 6

d 1/ins.: am ersten Tag Anzahl der gesamt sich gebildeten Sphiroide. d 1/R: am ersten Tag prozentueller Anteil
der rotierenden Sphiroide. d 2/ins.: am zweiten Tag Anzahl der sich gebildeten Sphiroide. d 2/R: am zweiten Tag
prozentueller Anteil der rotierenden Sphitoide. d 3/ins.: am dritten Tag Anzahl der sich gebildeten Sphiroide. d
3/R: am dritten Tag prozentueller Anteil der rotierenden Sphiroide.

In der Tabelle Nr. 1 aufgefthrten Probanden 7-10, dessen Zellkultur kontaminiert war, wurden nicht ausgewertet.

3.2. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit der Statistik-Software R, Version
3.4.4 (R Core Team, 2017, TIBCO Software Inc. Palo Alto, CA 94304, USA). Zur Berechnung der
linearen gemischten Regressionsmodelle wurde das Zusatzpaket Ime4 (Bates et al., 2015) verwendet.
Fir den Vergleich des Anteils rotierender Sphiroide tiber die Zeit wurde ein lineares gemischtes
Regressionsmodell herangezogen. Die Ermittlung des Einflusses der Zeit erfolgte durch einen Ver-
gleich mit einem Modell mit einer globalen Basisrate (Intercept) und einem Modell mit einer globa-
len Basisrate und einem Effekt der Zeit. Die Abhingigkeiten der vorliegenden drei Anteile fiir jeden
Probanden wurde durch die Aufnahme einer probandspezifischen Basisrate (Random Intercept)
berticksichtigt. Die Vergleiche zwischen den einzelnen Tagen erfolgt im Rahmen von Post-Hoc
Tests (Tukey-Kontraste). Die daraus resultierenden p-Werte wurden zudem mit der Bonferroni-

Holm-Korrektur adjustiert.
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3.2.1. Vergleich des Anteils rotierender Spharoide Uber die Zeit

Zum Vergleich des Anteils rotierender Spharoide iber die Zeit wurde zunichst fiir jeden Probanden
der Anteil rotierender Sphiroide an der Gesamtzahl aller Sphiroide pro Tag und Well berechnet.
AnschlieBend wurde dieser Anteil iber die einzelnen Wells eines Probanden gemittelt, sodass fiir
jeden Probanden und Tag ein Anteil rotierender Sphiroide resultierte. Dieser Anteil rotierender

Sphiroide tber die Zeit tiber alle Probanden ist nachfolgend graphisch dargestellt.

Verteilung der Anteile rotierender Spharoide liber die Zeit

0.3 4

0.2+

0.1 1 ‘

Tag 1 Tag 2 Tag 3
Tag

Prozentualer Anteil rotierender Sphéaroide

Abbildung 6: Vergleich des Anteils rotierender Sphiroide iber die Zeit

Wie ersichtlich ist, stieg der Anteil rotierender Sphiroide iiber die Zeit an und erreichte am dritten
Tag sein Maximum. Dieser Unterschied tiber die Zeit war signifikant (p = 0.038). In den Post-Hoc
Tests erwies sich allerdings nur der Unterschied im Anteil rotierender Sphiroide zwischen Tag 1
und Tag 3 als statistisch signifikant (p = 0.022). Sowohl der Unterschied zwischen den Anteilen
rotierender Sphiroide zwischen Tag 1 und Tag 2 (p = 0.258) als auch zwischen den Tagen 2 und 3

waren statistisch nicht signifikant (p = 0.258).

3.3. Statistische Auswertung der ausgewerteten Spharoide

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit der Statistik-Software R, Version

3.3.3 (R Core Team, 2017, TIBCO Software Inc. Palo Alto, CA 94304, USA). Zur Berechnung der
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linearen gemischten Regressionsmodelle wurde das Zusatzpaket Ime4 (Bates et al., 2015) verwendet.
Fir den Vergleich der Rotationsfrequenz ohne Fluss fir Sphiroide mit und ohne Cisplatin-Behand-
lung wurde ein linear gemischtes Regressionsmodell berechnet. Die Abhingigkeiten der vorliegen-
den drei Messungen fiir jedes Sphiroid wurden durch die Aufnahme einer sphiroid-spezifischen
Basisrate (Random Intercept) berticksichtigt. Die Ermittlung eines Unterschieds zwischen den bei-
den Gruppen erfolgte durch den Vergleich eines Modells mit einer globalen Basisrate (Intercept)
und eines Modells mit einer globalen Basisrate pro Gruppe (Interaktionsterm aus Gruppe und In-
tercept). Zur Durchfiihrung des Vergleichs der Rotationsfrequenz mit Fluss fir Sphiroide mit und
ohne Cisplatin-Behandlung wurde ebenfalls ein lineares gemischtes Regressionsmodell gerechnet.
Dieses berticksichtigt die Messwiederholungen pro Sphiroid tiber die Zeit durch die Aufnahme ei-
ner sphiroid-spezifischen Basisrate (Random Intercept) und einer linearen Steigung tiber die Zeit
(Random Slope). Als Haupteffekte werden eine globale Basisrate (Intercept) und eine lineare Stei-
gung tiber die Zeit modelliert (Slope). Die Ermittlung eines Gruppeneffekts erfolgte erneut durch
einen Vergleich des beschriebenen Modells mit einem Modell, welches zusitzlich Gruppenunter-
schiede in der Basisrate und der linearen Steigung tiber die Zeit erlaubt. Zuvor erfolgt die Ermittlung
ciner Verdnderung tUber die Zeit. Dies geschah ebenfalls Gber einen Vergleich eines Modells mit
einer globalen Basisrate (Intercept) und einem zusatzlichen linearen Steigungsterm tber die Zeit
(Intercept). Beide Modelle wiesen zudem die zuvor beschriebenen zufilligen Effekte zur Bertick-

sichtigung der Abhingigkeiten in den Daten auf.
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3.3.1. Statistische Auswertung der Rotationsfrequenz der Spharoide ohne kontinuierli-
cher Zugabe von Medium oder Cisplatin (ohne Flow)

Rotationsfrequenz der Sphaeroide ohne Flow

0.3

o
[}
| |

Rotationsfrequenz (mm/min)
o

Mit Cisplatin Ohne Cisplatin
Gruppe

Abbildung 7: Rotationsfrequenz der Sphiroide ohne Flow

Die rotierenden Sphiroide wurden zunichst iiber drei Minuten ohne kontinuierliche Zufuhr von

Cisplatin oder DMEM/NCS aufgenommen. Die Aufnahme wurde als die basale Messung der Ro-

tationsfrequenz gewertet. Es zeigte sich kein iiberzufilliger Unterschied in der Rotationsfrequenz

ohne Fluss zwischen den beiden Gruppen, p = 0.827.
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3.3.2. Statistische Auswertung der Rotationsfrequenz der Spharoide mit kontinuierlicher
Zugabe (Flow) von 1 mg/ml Cisplatin mit einer Geschwindigkeit von 0,1 ml/min
tber 30 min.

Rotationsfrequenz der Sphaeroide mit Flow
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Abbildung 8: Rotationsfrequenz der Sphiroide mit Flow

Die roten Balken stellen die Gruppe der Sphiroide dar, die mit einer kontinuierlichen Zufuhr (Flow)
von Cisplatin in einer Konzentration von 1 mg/ml mit 0,1 ml/min behandelt wurden. Die blauen
Balken stellen die Kontrollgruppe dar, die eine kontinuierliche Zufuhr (Flow) von Medium
DMEM/NCS bekam, jeweils tiber 30 Minuten.

In der Rotationsfrequenz der Sphiroide zeigte sich zwischen den beiden Gruppen bei entweder
kontinuietlichen Zufuhr von Cisplatin in einer Konzentration von 1 mg/ml, oder Medium

DMEM/NCS iber 30 Minuten, kein signifikanter Unterschied, p = 0.643.

3.3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Anzahl der verwendeten Sphiroide in der Cisplatin-Gruppe war n= 38, in der Medium
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DMEM/NCS-Gruppe n= 29. Die ausgewertete basale Rotationsfrequenz ohne kontinuierliche Zu-
fuhr (ohne Flow) von Medium oder Cisplatin zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den

beiden Gruppen, p = 0.827.

Die durchschnittliche Rotationsfrequenz der Sphiroide nahm tber die Zeit nicht signifikant ab, 3
Zeit = -4 x 10-4, p = 0.11. Weder die Abnahme tber die Zeit noch die Basisrate unterschieden sich

zwischen den Spharoiden mit und ohne Cisplatin-Behandlung, p = 0.643.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion des Materials und der Methodik

Der in unserer Studie verwendete Versuchsaufbau ist ein etabliertes Modell zur ex- vivo Messung
der mukozilidgren Funktion an Zytologien aus humanen Nasenepithelien (6, 20). Der wenig invasive,
einfache Zugang durch die Verwendung von Biirstenzytologien erlaubt die reproduzierbare und ge-
fahrlose Materialgewinnung und ist in verschiedenen Studien unserer und anderer Gruppen hin-
sichtlich der Sicherheit und der Vergleichbarkeit mit Proben tieferer zilientragender Epithelien sehr
gut etabliert.

Die Rotationsgeschwindigkeit der Nasenepithelsphiroide wurde, wie oben beschrieben, als Modell
der Aktivitdt der zilidren Funktion des respiratorischen Epithels verwendet (20). Dieses Modell
wurde schon in verschiedenen experimentellen Arbeiten verwendet. Bridges et al. kultivierten mul-
tizellulire Sphiroide aus humanem Nasalepithel, welche aus Burstenabstrichen gewonnen wurden.
Sie zentrifugierten dabei die Zellcluster und resuspendierten die so gewonnenen Zellpellets im Kul-
turmedium.

Als Vorteil wurde hierbei besonders die Nichtinvasivitit und einfache Reproduzierbarkeit der Me-
thode aufgefasst, die keine Anisthesie erforderte und von den Probanden gut vertragen wurde. Wei-
terhin wiesen Bridges et al. auf eine Anwendungsmoglichkeit des Sphiroid-Modells zur Beobach-
tung pathologischer Zustinde des Respirationstraktes hin (30). Diese Kultivierungsmethode wurde
in den Laboren unserer Arbeitsgruppe in der Medizinischen Klinik 5 der LMU weiter modifiziert
(20). Devalia et al. stellten fest, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen Zellen des respi-
ratorischen Epithels aus der Nase und dem Bronchialsystem gibt (31). Durch den einfachen Zugang
zu nasalen Epithelien weist diese Methode weitere Vorteile auf. Ein wesentlicher Vorteil entsteht
durch die nicht- invasive Gewinnung des Materials. Die moglichen Komplikationen (z. B. Epistaxis)

sind selten und schnell zu limitieren. Das Kollektiv kann nach klinischen Kriterien individuell aus-
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gewihlt werden (gesunde Probanden oder Patienten mit verschiedenen Erkrankungen des Respira-
tions-Traktes). Folglich stellte es eine effiziente Methode dar, die viele Moglichkeiten zur Anwen-
dung in der translationalen Forschung eroffnet. Mogliche Nachteile dieser Methode liegen in der
sekundiren Beeinflussung der Zilienfunktion durch verschiedene Faktoren. So wurde in vorausge-
gangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe festgestellt, dass beispielsweise Temperaturschwankun-
gen ebenso einen Einfluss auf die zilidre Funktion haben. Die optimale Temperatur lag zwischen
35% Cund 37° C (6, 20).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass verschiedene Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen
einen erheblichen Einfluss auf die mukoziliare Funktion nehmen (20, 35, 36, 37, 38). Zudem kann
die Rotationsfrequenz durch die Konsistenz des Mukus beeinflusst werden (6, 20, 32, 33, 34). Bei
Mukoviszidose-Patienten ist die Konsistenz des Mukus deutlich dickflissiger, wodurch der Zilien-
schlag vermindert wird (33).

Um diese moglichen Storfaktoren auszuschlieSen, wurden in der vorgelegten Arbeit nur gesunde
Probanden untersucht, die keine chronischen respiratorischen Erkrankungen hatten, keine bekann-
ten Allergien aufwiesen, Nichtraucher waren und in den letzten 7-10 Tagen keine Medikamente
eingenommen hatten. Zur Reduktion die Ergebnisse beeinflussender dulerer Storfaktoren wie Er-
schiitterungen oder Temperaturschwankungen (20) waren die verwendeten Messgerite auf stabile
Tische montiert und unter regulierten, konstanten Temperaturbedingungen 35 +/- 0,5°C durchge-
fihrt. Die Inserts mit den Sphiroiden wurden in die Doppelkammer unter das Phasenkontrastmik-
roskop gelegt und die AuBlenhtille der Doppelkammer wurde an das Warmebad angeschlossen. Kon-
trolliert wurde die Temperatur durch die in der Innenwand angebrachte Messsonde. Wie Gamarra
et al zeigten, ist die Rotationsgeschwindigkeit abhingig von der Temperatur. Die héchste Rotations-
geschwindigkeit erreichten die Sphiroide bei einer Temperatur zwischen 35-37°C (20).

Die zuvor randomisierten Inserts wurden zundchst in zwei Versuchsreihen aufgeteilt. Nach einer

finfminttigen Pause wurde die Videoaufnahme begonnen. Die rotierenden Sphiroide wurden zu-
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nichst iiber drei Minuten aufgenommen ohne kontinuierliche Zufuhr von DMEM/NCS oder Cis-
platin. Die Aufnahme wurde als die basale Messung der Rotationsfrequenz gewertet. Hiernach er-
folgte eine kontinuietliche Zufuhr von DMEM/NCS oder von Cisplatin in einer Konzentration von
1 mg/ml mit 0,1 ml/min tber dreiBig Minuten. Einige vorausgegangene Arbeiten zeigten, dass die
Rotationsfrequenz von der Anzahl der Zilien, deren Ausschlagsrichtung sowie Mukusbeschaffenheit
abhingig war (20, 33). All diese Eigenschaften und deren Moglichkeit zur Beeinflussung der Rotati-
onsfrequenz wurden in dieser Arbeit nicht als zentraler Fokus gesehen und daher nicht naher ana-
lysiert.

Wie aus der Tabelle 2 zu entnehmen ist bildeten sich unterschiedlich viele rotierende Sphiroide in
den jeweiligen Inserts. Jedoch konnten fir die Auswertung nicht alle rotierenden Sphiroide verwen-
det werden. Wie auf der exemplarisch dargestellten Abbildung 5 zu sehen ist, konnten alle rotieren-
den Sphiroide gezihlt und dokumentiert werden. Allerdings war es nur moglich, morphologisch zu
identifizierende Sphiroide mit einer markanten Oberflichenstruktur fir die Kultivierungsexperi-
mente zu verwenden, um die dritte vollendete Umdrehung zdhlen zu kénnen, die relevanter Be-
standteil der Auswertung war. Des Weiteren kam es bei einigen Sphiroiden vor, dass sie aufgrund
der Rotation aus dem mikroskopisch eingestellten Sichtfeld herausrotierten und nicht mehr auswert-
bar waren. Fur zukinftige Versuchsaufbauten ist zu Gberprifen, ob man die einzelnen Sphiroide
separieren konnte und in eine mukusfreie Umgebung tiberfihren kann. Hierbei sind aber Verletzung
der Epithelzellen und der darauf sitzenden Zilien sowie Verinderung der Rotationsfrequenz durch
duflere Einwirkung moglich.

Die Anzahl der gewonnenen Sphiroide war bei jedem Probanden unterschiedlich. Dies ist metho-
disch zum einen auf die Menge des entnommenen Zellmaterials durch den jeden Birstenabstrich
zurickzufiihren, zum anderen auf die zufillige Zusammenlagerung der einzelnen Epithelstreifen,
welche die rotierenden Sphiroide bilden.

Alle entnommenen Proben wurden nach einem zuvor festgelegten Protokoll behandelt. Die Ent-

nahme der Proben erfolgte immer unter gleichen dufleren Bedingungen im Labor unserer Klinik.
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Die Probanden waren unterschiedlicher Herkunft, wiesen in wesentlichen keine grolen Unter-
schiede auf, da sie alle nach den oben genannten Ein- und Ausschlusskriterien ausgewahlt worden
waren. Die Anzahl der Probanden berticksichtigte die potentiell mégliche Kontamination von Zell-
kulturen und die daraus resultierende Notwendigkeit des Verwerfens dieser Proben. Eine Fallzahl-
kalkulation wurde aufgrund des ex- vivo Ansatzes nicht durchgefiihrt. Wir konnten zeigen, dass die
mukozilidre Funktion durch die Verwendung von humanen Nasenepithelproben reprisentiert wird
und ausgewertet werden kann.

In dieser Arbeit wurde die mukozilidre Funktion des respiratorischen Gewebes anhand der Rotati-
onsfrequenz der Sphiroide (20) mit und ohne Cisplatin-Behandlung gemessen.

Wie genau Cisplatin die Funktion des respiratorischen Flimmerepithels beeinflusst, ist bislang nicht
ausreichend geklirt, weshalb diese Frage in der hier vorliegenden Arbeit untersucht wurde. Cisplatin
ist unter anderem die Standardtherapie in der Behandlung des nicht kleinzelligen Lungenkarzinoms,
die 15% aller Lungenkrebsarten ausmachen (89). Lungenkrebs bleibt unverindert eine der haufigs-
ten malignen Erkrankungen (90) mit einer sehr hohen Mortalitit. Das Cisplatin wird wegen seiner
starken Antitumoraktivitit in vielen Erstlinientherapien verwendet, bringt aber viele Nebenwirkung
mit sich. Unter anderem ist neben der Ototoxizitit die Nephrotoxizitit (91) eine hdufige therapieli-
mitierende Nebenwirkung. Zu den relevantesten Nebenwirkungen des Cisplatins zidhlen GefaB3scha-
digungen, welche zum akuten Nierenversagen fihren kénnen. Wang et al zeigten in ihrer Studie,
dass die Zilien der Nierenzellen in ihrer Funktion deutlich beeintrichtig waren. Hier wurde gezeigt,
dass die zilidre Dysfunktion ein genereller Pathomechanismus beim akuten Nierenversagen ist (88).
In Anbetracht dieser Erkenntnisse, dass Cisplatin eine schidigende Auswirkung auf die Zilien im
Nierengewebe aufweist und das Calcium eine wichtige Rolle in der Apoptoseinduktion spielt, war
Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, welche Auswirkung Cisplatin auf die Funktion respiratorischer
Flimmerepithelien bzw. deren Zilien austibt und wie sich die mukozilidire Funktion verindert.
Ebenso sollte die Dynamik des Eintretens von Verinderungen nach Exposition mit Cisplatin un-

tersucht werden.
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In meiner Arbeit konnte in der gewihlten Konzentration und in der gewahlten Beobachtungs- und
Inkubationsdauer keine signifikante Abnahme der Rotationstrequenz der Sphiroide nachgewiesen
werden. Obgleich eine deutlich héhere Dosis als in den gingigen Chemotherapieschemata verwen-
det wurde (97), konnte in der Beobachtungsdauer keine erhéhte Toxizitit gezeigt werden. Aus Vor-
arbeiten unserer Gruppe ist bekannt, dass nach einer lingeren Inkubationsdauer mit Cisplatin iiber
drei Stunden die Rotationen der Sphiroide mit gleicher Dosierung des Cisplatin reversibel gehemmt
werden (50). In der gewihlten Beobachtungszeit von dreiflig Minuten wihrend der Behandlung
ergab sich keine Abnahme der Rotationsfrequenz, woraus man schlieBen kénnte, dass die toxischen
Effekte gegebenenfalls, in Analogie zu den Untersuchungen am Zilienapparat der Nieren, erst zu
einem spiteren Zeitpunkt einsetzten kénnte. Moglicherweise ist die fur diese Studie ausgewihlte
Konzentration von Cisplatin von insgesamt 3 mg bei 1mg/ml tiber 30 Minuten mit einer Flussrate
von 0,1ml/min nicht ausreichend, um die erwarteten Effekte zu zeigen. Unklar ist, ob es bei einet
héheren Dosierung, als der hier gewihlten zu einer Abnahme der Rotationsfrequenz zu Beginn der
Behandlung mit Cisplatin kommt. Damit kann die Frage, ob es einen direkten Einfluss von Cisplatin
auf mukozilidren Funktion in den Nasalenepithelzellen in vivo analog zu Veranderungen der zilidren
Funktion renaler Zilien als potentielles Risiko einer Cisplatintherapie gibt, an den vorliegenden Er-

gebnissen nicht beantwortet werden.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Vergleich der Kultur DMEM/NCS versus Cisplatin

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das Cisplatin eine Auswirkung auf die mukozilidre
Funktion von nasalen Epithelzellen bei gesunden Probanden ex vivo aufweist. Untersucht wurden
in der Cisplatin-Gruppe insgesamt 38 rotierende Sphiroide und in dert DMEM/NCS Gruppe 29
rotierende Sphiaroide. Wie aus der Tabelle 2 zu entnehmen ist, gab es am dritten Tag insgesamt 357
rotierende Sphiroide, jedoch war die Auswertung von nur 67 Sphiroiden méglich. Aufgrund ihrer

Lage und ihrer Morphologie konnten nicht alle rotierenden Sphiroide beurteilt werden. Durch die
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Randomisierung vor der Installation der Inserts unter Mikroskop ergab sich eine ungleiche Vertei-
lung in der Anzahl der ausgewerteten Sphiroide in den jeweiligen Gruppen.

Weder die Abnahme der durchschnittlichen Rotationsfrequenz tiber die Zeit, noch deren Basisrate
unterschieden sich zwischen den Sphiroiden mit und ohne Cisplatin-Behandlung signifikant, p =
0.643. Im ersten Auswertungsschritt der Versuchsreihe wurde die basale Rotationsfrequenz ohne
kontinuierlicher Zufuhr von Medium oder Cisplatin (Flow) der Sphiroide gemessen. Hier zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Sphiroiden, die mit Cisplatin behandelt wurden
und denen, die keine Cisplatinbehandlung hatten. Es ergab sich weiterhin kein uiberzufilliger Unter-
schied in der Rotationsfrequenz ohne Flow zwischen den beiden Gruppen, p = 0.827. Die errech-
nete mukozilidre Transportgeschwindigkeit an der Oberfliche, die in diesem Versuch als Modell fiir
die mukozilidre Funktion verwendet wurde, entsprach mit 0:113 mm/min + 0:052 mm/min (Mit-
telwert + Standardabweichung) bei der mit Cisplatin behandelten Gruppe und 0:116 mm/min +
0:055 mm/min (Mittelwert + Standardabweichung) bei der Kontrollgruppe den Angaben der Lite-
ratur fir gesunde Probanden (41, 42).

Bei Lungenkrebspatienten wurde eine Cisplatin-Plasmakonzentration drei Stunden nach Cisplatin-
behandlung zwischen 0,5-2 ug/ml gemessen (97). Die in dieser Arbeit verwendete Konzentration
war mit insgesamt 3 mg hoher als die, die bei den Lungenkrebspatienten gemessen wurde. Die kon-
tinuietliche Zugabe von 1mg/ml Cisplatin uber 30 Minuten zeigte in der vorliegenden Arbeit keinen
signifikanten Finfluss auf die mukozilidre Funktion der Sphiroide unabhingig von der deutlich ho-
heren Cisplatinkonzentration im Vergleich zur Plasmakonzentration bei therapierten Patienten. Die
Rotationsfrequenz zwischen den mit Cisplatin behandelten und den nicht behandelten Sphiroiden
nahm nahezu gleich ab, aber nicht signifikant, was zur Diskussion stellen kann, dass die mukozilire
Funktion im von uns gewihlten ex- vivo Modell im zeitlichen Verlauf abnimmt, wohl aber unab-
hingig von der Cisplatin- und der zytoplasmatischen Calciumkonzentration ist. Die zilidre Funktion
blieb in dem untersuchten Zeitraum unbeeintrichtigt. Wang et al benutzten in ihrer Studie eine

Cisplatinkonzentration von 10mg/kg und 30 mg/kg in ihren in vivo Modell an Miusen und in vitro
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Modell an kultivierten menschlichen proximalen Epithelzellen benutzten sie verschiedene Konzent-
rationen von 50, 100 und 200 umol/1 Cisplatin. Sie konnten zeigen, dass die Zilien unter der Be-
handlung mit Cisplatin kiirzer wurden, gefolgt von einer Apoptose. Die Runterregulation von Kif3a
oder Polaris, beides zilidre Proteine, reduzierte sich die Anzahl an Zilien und erhéhte die Apoptose
wihrend der Cisplatin-Behandlung. Zudem konnte sie zeigen, dass die Klone mit kiirzeren Zilien
empfindlicher gegen Cisplatin-induzierte Apoptose waren (88).

Aus unserer Arbeitsgruppe wurde in der Arbeit von Penger nachgewiesen, dass es nach direkter
Cisplatingabe zunichst zu einem Abfall der zytoplasmatischen Calciumkonzentration kommt. 18-
24 Stunden nach der 3-stiindigen Inkubation mit Cisplatin zeigten sich jedoch in der Cisplatingruppe
deutlich hohere zytoplasmatische Calciumwerte als in der Kontrollgruppe (45). Dieses Ergebnis
deckt sich mit den Daten, die im Rahmen der Dissertationsarbeit von Robinzonow in unserer Ar-
beitsgruppe erhoben wurden (50). Auch da konnte ein Anstieg der zytoplasmatischen Calciumkon-
zentration 24 Stunden nach einer 3-stiindigen Inkubation von Sphiroiden mit Cisplatin nachgewie-
sen werden. Fur die Rotation der Sphiroide bzw. fir den Zielschlag ist Calcium und Adeno-
sintriphosphat notwendig (95). Die hier gewihlte Cisplatin-Konzentration basiert auf die gemesse-
nen Plasmakonzentration nach einer Standartchemotherapie und wurde in dieser Arbeit héher ge-
setzt als die gemessene Konzentration (97), weil aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bekannt
watr, dass es nach einer initialen Inkubationszeit der Sphiroide mit Cisplatin tber drei Stunden zu
einen vollkommen Stillstand der Rotation zunichst kommt und erst nach einer 24stiindigen Erho-
lungsphase die Sphiroide wieder anfangen zu rotieren (50). Erwartet wurde unter der kontinuierli-
chen Cisplatinzufuhr eine signifikante Abnahme der Rotationsfrequenz der Sphiroide auch in An-
betracht der zunichst niedrigeren zytoplasmatischen Calciumkonzentration (45) durch die héher
eingesetzte Cisplatindosis. Cisplatin fihrt in der Behandlung von Lungenkarzinomen tber die
DNA-Basenpaarvernetzung zur Apoptoseinduktion. Es kommt zur Freisetzung von Cytochrom ¢
aus den Mitochondrien. Das freigesetzte Cytochrom c setzt aus dem endoplasmatischen Retikulum

Calcium frei, welches von den Mitochondrien aufgenommen wird. Es resultiert eine mitochondriale
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Calcium-Uberladung, welche zu einer Freisetzung von groen Mengen Cytochrom c fithrt und die
Apoptose induziert. Teilresistente kleinzellige und nicht-kleinzellige Lungenkarzinomzellen schiit-
zen sich durch einen verminderten Calciumgehalt in endoplasmatischen Retikulum vor der
Apoptose (97).

In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Calciumion, welches durch Cisplatin im
Zytoplasma freigesetzt wird, eine schidigende Wirkung auf die Zellen hat. Orrenius et al. zeigten in
ithrer Arbeit die enge Verkniipfung zwischen Calciumionen und den verschiedenen Mechanismen
der Apoptose (51). Mandic et al. zeigten in ihren Untersuchungen an humanen Melanomzellen, dass
die Wirkung von Cisplatin eine Erhéhung der zytoplasmatischen Calciumkonzentration eine Stunde
nach der Cisplatininkubation aufweist und eine beginnende Apoptose induziert (52, 53).
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit, dass im gewihlten ex- vivo
Modell zur Beurteilung der human mukozilidgren Aktivitit unter Hinzugabe von Cisplatin im Ver-
gleich zu Kontrollgruppe keine signifikante Abnahme der Zilienfunktion festgestellt werden kann.
Die in beiden Gruppen nachgewiesene Abnahme der Rotationsfrequenz kann ihre Ursache im un-

physiologischen Aufbau des Modells haben.
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5. Zusammenfassung

Das hochwirksame Cisplatin wird bei vielen onkologischen Erkrankungen eingesetzt, eine Limitie-
rung zur Fortfithrung der Therapie beruht immer auf seinem ausgepragten Nebenwirkungsprofil.
So ist bekannt, dass vor allem die Nephrotoxizitit (55) oft eine Dosislimitierung bedingt. Zudem
erleiden viele Krebspatienten einen Tumorprogress bei beobachteter Cisplatinresistenz, bedingt
durch Anderungen in der zelluliren Aufnahme, des Metabolismus des Wirkstoffes in der Niere und
der Leber sowie einer Steigerung der DNA-Reparatur und anti-apoptotischer Mechanismen (92).
Wie Cisplatin zur Schidigung von gesunden Zellen fihrt, ist nicht im Detail bekannt. Die Auswir-
kung auf die mukozilidre Funktion ist letztendlich bis heute nicht ausreichend geklirt, weshalb es in
dieser Arbeit das Ziel war, anhand von humanen Nasalepithel-Sphiroiden die Auswirkung von Cis-
platin auf die respiratorische mukozilidare Funktion bei gesunden Probanden zunichst zu untersu-
chen, nachdem in Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass Cisplatin den
Calcium Stoffwechsel und damit die Apoptoseinduktion in respiratorischen Zellen beeinflusst (45).
Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Ludwig-
Maximilians-Universitit Minchen genehmigt. Das respiratorische Epithel wurde von freiwilligen,
gesunden Personen entnommen, die nach Aufklirung der Probeentnahme zugestimmt hatten. Bei
Nasalepithel-Spharoiden handelte es sich um kugelige, ovale, zilientragende Epithelzellen, die sich
innerhalb von 24 Stunden aus nasalem respiratorischem Epithel zusammenlagern. Die Zellkultur
wurde durch Birstenabstriche aus dem unteren Nasengang gewonnen und im fliissigen Medium
kultiviert. Durch die Zusammenlagerung der einzelnen zilientragenden Epithelzellen und durch die
synchrone Ausschlagrichtung der Zilien, rotierten die Nasalepithel-Sphiroide indem sie umgeben-
den Schleim um ihre eigene Achse. Die angelegten Kulturen wurden am dritten Tag bei mehr als
drei Sphiroiden nach Randomisierung entweder mit Cisplatin oder mit cisplatinfreiem Medium
(Kontrolle) inkubiert. Die Frequenz ihrer Rotation wurde als Parameter fir die mukozilidgre Funk-

tion verwendet.
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Die Anzahl der ausgewerteten rotierenden Sphiroide in der Cisplatin-Versuchsreihe betrug 38 und
in der DMEM/NCS-Versuchsreihe 29. Weder die Abnahme iiber die Zeit noch die Basisrate der
durchschnittlichen Rotationsfrequenz unterschieden sich zwischen den Sphiroiden mit und ohne
Cisplatin-Behandlung signifikant, p = 0.643. Dieses Ergebnis zeigte, dass die Rotationsfrequenz der
Nasalepithel-Spharoide bei gesunden Probanden nicht durch die Cisplatinbehandlung in einer Kon-
zentration von 1 mg/ml Cisplatin (iber 30 Minuten) beeinflusst wird. Ein besseres Verstindnis wie
Cisplatin in gesunden Zellen genau wirkt, konnte dazu beitragen, neue effizientere und nebenwir-
kungsirmere Chemotherapien fiir die Tumorbehandlung zu entwickeln. Resistenzentwicklungen

konnten verhindert und so die Lebenserwartung von Tumorpatienten verbessert werden.
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