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Einleitung

1 Klinische Aspekte von Cisplatin (1).

Der Metallkomplex cis-Diammindichloroplatin(ll) oder Cisplatin (1) wird seit
1979 Klinisch eingesetzt und ist zur Zeit eines der drei am haufigsten verwen-

deten Chemotherapeutika.

H3N

\
—ClI
Cl

1

Abb. 1: Strukturformel von cis-Diammindichloroplatin(ll), Cisplatin (1).

Die Erfolgsaussichten auf Cisplatin (1) basierender Krebstherapien werden
durch die Anwendung von Kombinationstherapien gesteigert. Eine Ubersicht
uber die Therapiekombinationen und die Ansprechraten der wichtigsten

Tumore, die routinemaRig mit Cisplatin (1) behandelt werden, zeigt Tabelle 1.2

Art des Tumors Behandlung Ansprechrate
(fortgeschrittenes Stadium) [%]
kleinzelliger Lungenkrebs | Cisplatin / Etoposid + 80 —95

Brustbestrahlung
Eierstockkrebs Cisplatin / Paclitaxel oder 70 -80
Carboplatin / Paclitaxel
Hodenkrebs Cisplatin / Etoposid / 80 - 99
Bleomycin
Kopf- und Halstumore Cisplatin / Fluorouracil 80-90
nicht kleinzelliger Cisplatin / Etoposid =20
Lungenkrebs

Tabelle 1:  Sensitivitat verschiedener Tumore gegeniiber Cisplatin (1) basierenden Kombina-
tionstherapien.
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Diese Angaben beziehen sich allerdings nur auf eine Erstbehandlung. Ein ho-
her Anteil der Patienten wird dabei vollstandig geheilt. Dennoch erleiden die
meisten Patienten letztendlich ein Rezidiv. Bei Eierstockkrebs im dritten Sta-
dium sind dies beispielsweise 56 % der behandelten Patienten, bei kleinzelligen
Lungentumoren sogar 95 %.2 In vielen Fallen erweisen sich diese wiederauf-
lebenden Tumore als resistent. Die Ansprechraten von Eierstocktumoren, die
nach der ersten Chemotherapie nicht angesprochen haben oder ein Rezidiv
bildeten, liegen bei einer zweiten Behandlung mit Cisplatin (1) bei ungefahr
zehn Prozent.? Dabei ist die auftretende Resistenz nur teilweise spezifisch fur
Cisplatin. Tumore, die nach einer Cisplatin (1) oder Carboplatin (2) basierenden
Therapie resistent gegenuber diesen Platinverbindungen waren, sprachen nur
in 32 % der Falle auf eine weitere Behandlung mit Etoposid an.* Als grobe
Faustregel gilt, dass je geringer die Wirkung einer ersten Chemotherapie und je
kirzer die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs war, desto wahrscheinlicher ist

das Auftreten von Resistenzen.

Ein grundsatzliches Problem stellen die Nebenwirkungen der Chemotherapien
dar. Nachdem in den anfanglichen klinischen Studien mit Cisplatin (1) schwere
Ubelkeiten mit Erbrechen und Nierenversagen auftraten, wurden die klinischen
Tests beinahe eingestellt.” Weitere Forschungen zeigten jedoch, dass durch in-
tensive Diurese die schweren Nierenschaden verhindert werden kénnen,® und
dies ermoglichte eine Fortsetzung der Untersuchungen. Die auftretende Ubel-
keit kann durch den Einsatz von 5-Hydroxytryptamin-3-Rezeptor-Antagonisten

vermindert werden.”

Dieser Behandlung liegt ein grobes Modell der Entstehung der Ubelkeit
zugrunde, nachdem Ubelkeit durch Serotonin  (5-Hydroxytryptamin)
hervorgerufen wird, das von den enterochromaffinen Zellen in der Wand des
Darmkanals freigesetzt wird. Die Bindung von Serotonin an die
5-Hydroxytryptamin-3-Rezeptoren (5HT3-Rezeptoren) der visceralen (zu den
Eingeweiden gehorenden) afferenten (zum Gehirn fuhrenden) Nervenbahnen
erhoht die Anregung einer Region im Gehirn, die das Erbrechen kontrolliert.®

Weiterhin wurden Gehorschaden in Form von Gehorlosigkeit im hohen
Frequenzbereich beobachtet.”® Seltener tritt auch Neurotoxizitat auf,

hauptsachlich in Form von vorubergehendem Verlust der Sensitivitat in den
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GliedmaRen. Diese Schadigung der Nervenzellen beruht auf Demyelinisierung™’
der Axonen, mit der Folge, dass wahrscheinlich die Impulsweiterleitung ver-
langsamt wird."? AuRerdem kann Cisplatin (1) zu Mutationen und damit zu

individuellen Langzeitschaden fiihren."°

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Cisplatin ein sehr wirkungsvolles
Chemotherapeutikum ist, dessen Einsatzspektrum allerdings nicht universell ist

und durch Resistenzen und Nebenwirkungen weiter eingeschrankt wird.

2 Reaktionen und Wirkungen von Cisplatin (1) in Zellen.

Trotz des umfangreichen Einsatzes und intensiver Forschung ist das Verstand-
nis der Wirkungen von Cisplatin noch lickenhaft. Die wichtigsten der bisher

gewonnenen Erkenntnisse werden im folgenden zusammengefasst.

Nach intravendser Verabreichung von Cisplatin (1) bleibt dieser neutrale und
wenig reaktive Komplex im Serum. Die verhaltnismaRig hohe Chloridionenkon-
zentration von ca. 100 mM im Blut verhindert weitestgehend einen Liganden-
austausch. Durch passive Diffusion gelangt Cisplatin (1) dann in die Zellen.
Eine schematische Ubersicht Gber die Reaktionen von Cisplatin (1) in Zellen
gibt Abb. 2 auf Seite 12.
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Schritte sind im Text erklart, Sekundarstrukturveranderungen sind nicht dargestellit.

Schema der mdglichen Reaktion von Cisplatin (1) in einer Zelle. Die einzelnen

Abb. 2:



Einleitung 13

In Cisplatin-resistenten Zellen findet man in vitro haufig, aufgrund reduzierter
Aufnahme oder verstarkter Ausscheidung, eine zwei- bis vierfach geringere
Platinmenge.13 Im Cytoplasma ist die Chloridionenkonzentration mit 4 mM ge-
ringer und Cisplatin (1) kann hydrolysiert werden. Dabei wird mindestens ein
Chloridion gegen ein Wassermolekul ausgetauscht und es entsteht ein positiv
geladener reaktiver Komplex.™ Aufgrund der unterschiedlichen Chloridionen-
konzentration ist Cisplatin (1) in Zellen schatzungsweise zehnmal reaktiver als
im Plasma.'® Wasser, das eine gute Fluchtgruppe ist, wird nun schnell von
einem Nukleophil verdrangt. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Gesamtreaktion ist dabei die Hydrolyse.'® Angreifende Nukleophile kénnen da-
bei z.B. Thiolgruppen von Proteinen oder Stickstoffatome der DNA- bzw. RNA-

Basen sein.

Durch Fraktionierung der Zellbestandteile lasst sich die Verteilung der Cisplatin-
Addukte abschatzen. FuUnf bis zehn Prozent werden an unldslichen Zellresten
wie Membranproteine gebunden, 20 bis 50 % an l6slichen, phenolextrahierba-
ren Bestandteilen, im wesentlichen Proteine, 20 % an ethanolprazipitierbares
Material, zu dem vor allem DNA und RNA gehort, und 20 bis 25 % gehoérten
keiner der genannten Gruppen an. Diese Anteile von wasserldslichen Cisplatin-
komplexen durften Reaktionsprodukte mit kleinen Molektlen und ungebunde-
nes Cisplatin sein. An DNA binden schatzungsweise nur ein Prozent des in

einer Zelle enthaltenen Cisplatins."’

Die mdglichen Folgen, die sich aus der Bindung von Cisplatin (1) an die ver-
schiedenen Zellbestandteile ergeben, sind wahrscheinlich mindestens ebenso
vielfaltig wie die Bindungspartner. So kann Cisplatin an Membranproteine bin-
den. Eine mogliche Folge davon ist ein mehrfacher Anstieg an cAMP - eines
wichtigen sekundaren Botenstoffes - in P388 D1 Zellen, die mit Cisplatin (1)
behandelt wurden.”® Ob dies Einfluss auf die Cytotoxizitit hat und welche

weiterfiihrenden Signale daran beteiligt sind, ist jedoch unklar."”

Die Bindung von Cisplatin (1) an Proteine erfolgt vor allem tber Cystein, Methi-
onin und Histidin, aber auch {ber Arginin, Glutaminsdure und Asparaginsaure.’’
Allerdings wird statistisch nur ungefahr jedes flinftausendste Protein angegrif-

fen.'® Aus diesem Grunde wird der Einfluss der platinierten Proteine auf die
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Cytotoxizitat gering eingeschatzt.” Dabei wird allerdings vernachlassigt, dass

bestimmte Proteine praferentiell gebunden werden kénnten."”

So sind z.B. die meisten Thiolgruppen in Zellen in Form des Tripeptids Glu-
tathion (GSH) mit einer Konzentration von 0,5 mM bis zu 10 mM vorhanden.?°
Cisplatin (1) kann mit zwei GSH-Molekulen reagieren und dieser Komplex wird
dann von der ATP-abhangigen Glutathion-S-Konjugatexportpumpe aus der
Zelle geschleust.21 Dies ist ein weiterer mdglicher Resistenzmechanismus, und
in einigen Cisplatin resistenten Zelllinien wurden entsprechend erhohte Glu-

tathionkonzentrationen gefunden.?

Metallothionein (MT) ist ein kleines Protein von 61 bis 62 Aminosauren, davon
20 Cysteine, das vermutlich bei der Schwermetallentgiftung eine Rolle spielt.
Ein Metallothionein kann bis zu zehn Platinatome von Cisplatin (1) binden. Der
Einfluss von Metallthioneinen bei Cisplatinresistenzen ist allerdings unklar.?

Auch freie Purinnukleotide reagieren mit Cisplatin (1) und kbnnen dieses abfan-
gen. Der Effekt wird dadurch bedeutsam, dass die Konzentration der Nukleotide
in den Zellen im millimolaren Bereich liegt und die Purinnukleotide gute Nukleo-
phile darstellen. Bei einer Konzentration von 10 mM ATP hatte das hydroly-
sierte Cisplatin (1) nur eine Halbwertszeit von 3 Minuten." Ob die Nukleotide
nur die effektive Konzentration der aktiven Cisplatinkomplexe verringert oder ob

damit weitergehende Effekte verknlpft sind, ist jedoch ungeklart.
21 Reaktion von Cisplatin (1) mit DNA

Ein Teil der Cisplatinmoleklle gelangen auch in den Zellkern. Dabei ist nicht
klar, ob im Cytoplasma hydrolysierte Komplexe die Kernmembran passieren
oder ob nur ungeladenes cis-Diammindichloroplatin(ll) (1) in den Zellkern ein-
dringen kann und dort hydrolysiert wird. Die aktivierten Cisplatinkomplexe im
Zellkern reagieren dann mit den Nukleobasen, vorwiegend mit dem Stickstoff
an Position 7 des Imidazolringes der Purinbasen. Dabei entstehen zuerst
monofunktionale Addukte, die aber dann grofdtenteils in einer weiteren Ligan-
denaustauschreaktion mit DNA-Basen in bifunktionale Addukte umgewandelt
werden. Nur etwa zwei Prozent der DNA-Addukte bleiben monofunktional.?? Ein
geringer Prozentsatz von ca. 0,15 % der Addukte bilden koordinative Verknup-

fungen zu Proteinen aus (im Schema nicht gezeigt).?® Die haufigsten bifunktio-
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nalen Addukte sind Verknupfungen zweier benachbarter Guanine auf demsel-
ben DNA-Strang (d(GpG)-1,2-Intrastrangverknipfung) mit 60 bis 65 %. Etwas
weniger haufig treten mit 20 bis 25 % d(ApG)-1,2-Intrastrangverknipfungen auf.
Daneben gibt es noch bifunktionale Addukte nicht benachbarter DNA-Basen.
Dazu zahlen die 1,3-Intrastrangaddukte zwischen zwei Guaninen (d(GpXpG))
(~2 %) bzw. einem Guanin und einem Adenin (d(ApXpG)) und
d(GC/GC)-Interstrangaddukte (~2 %), die die beiden komplementaren DNA-
Striange miteinander verkniipfen.?? Neueren Messungen zufolge liegt der Anteil
der Interstrangverkniipfungen mit fiinf bis acht Prozent etwas héher.?*

Neben der hohen Reaktivitdt des N7 der Purinbasen muss es jedoch noch an-
dere Effekte geben, die zu dieser Sequenzspezifitat beitragen. Nach der Aus-
bildung eines Monoadduktes an Guanin wurde es rein statistisch nur 12,5 %
GpG-1,2-Intrastrangverkniipfung geben.' Benachbarte Guanine weisen aber
das am starksten negative elektrostatische Potential auf und ziehen damit ver-
mutlich die positiv geladenen, hydrolysierten Komplexe am starksten an.? Die
zweithaufigsten Addukte sind dann d(ApG)-1,2-Intrastrangverknupfungen, wah-
rend d(GpA)-Addukte selten sind, obwohl beide Sequenzen in naturlicher DNA
in etwa gleich haufig sind. Der Grund daflr liegt darin, dass der intermediar ge-
bildete, fiinffachkoordinierte Ubergangszustand bei der Reaktion des hydroly-
sierten Cisplatin mit DNA von einem in 5°-Richtung vom angreifenden Guanin
gelegenen Adenin besser stabilisiert wird als von einem 3’-Adenin.® In geringe-
rem Ausmal beeinflussen auch nicht direkt benachbarte Basen die Platinie-
rungsgeschwindigkeiten.27 Bei den Interstrangverkntpfungen findet man prak-
tisch ausschlieRlich d(GC/GC)-Addukte und keine d(CG/CG)-Verknupfungen. In
diesem Fall konnte der Abstand der beiden Guanine, der in einer normalen B-
Form DNA fur erstere Sequenz mit 0,71 nm kdrzer ist als fur letztere mit
0,89 nm, ausschlaggebend sein.?” Die Regioselektivitat der Reaktion von Cis-
platin (1) mit DNA wird also durch viele Parameter beeinflusst. Dazu zahlen z.B.
das elektrostatische Potential der Basen, die Art der Ubergangszustande, Zu-
ganglichkeit der Basen, raumliche Anforderungen und Flexibilitat der DNA.%

Die Bindung von Cisplatin (1) verandert aber auch die Sekundarstruktur der
DNA. Bereits Cisplatin-Monoaddukte erniedrigen die thermische Stabilitat der
DNA-Helix in der Umgebung des Adduktes und fiihren zu DNA-Verzerrungen.?
Dieser Effekt ist abhangig von der DNA-Sequenz. Wird das Guanosin, das das
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Monoaddukt tragt, von zwei Pyrimidinbasen flankiert, so ist der Effekt am stark-
sten und es wird sogar die Basenpaarung zum komplementaren Cytosin aufge-
hoben. Solche Monoaddukte kénnen aufgrund der flankierenden Pyrimidinba-
sen nur 1,3-Intrastrangaddukte oder Interstrangverknupfungen ausbilden, die
ihrerseits ebenso zu transientem oder permanentem lokalem Aufschmelzen der
Basenpaarung filhren.?® Im Gegensatz dazu filhren weder die Monoaddukte
noch die 1,2-Intrastrangaddukte an d(GpG) bzw. d(ApG) zu einem Aufbrechen

der Basenpaarungen.?

Das Ausbilden von Bisaddukten erfordert oder erzeugt dann zusatzliche Veran-
derungen der DNA-Sekundarstruktur. Die beiden 1,2-Intrastrangaddukte an
d(GpG) bzw. d(ApG) drillen die DNA um jeweils 13° auf*® und biegen die DNA-
Helix um 32 bis 35° in Richtung der groRen Furche der DNA.*" Die Réntgen-
strukturanalyse des cis-[Pt(NH3){d(pGpG)}] Komplexes, also eines d(GpG)-
Adduktes an einem einzelstrangigen Dinukleotid,* bzw. an einem doppelstangi-
gen Oligonukleotid mit einer Lange von 12 Basenpaaren,® erméglicht detaillier-
tere strukturelle Aussagen. Die Guaninbasen bleiben in anti-Konformation und
die Wasserstoffbruckenbindungen zwischen den Basen bleiben vollstandig er-
halten. Die Ebenen der Basen sind in dem Dinukleotidaddukt um 76° bis 87°
verdreht,® wiahrend in dem gréBeren Oligonukleotid die interplanaren Winkel
lediglich um 8° bis 37° verdreht sind.*> Die DNA Helix wird durch das
1,2-Intrastrangaddukte an d(GpG) gebogen.'*3* Dariiberhinaus ist die kleine
Furche der DNA im Kristall teilweise weiter als in einer B-Form DNA und ahnelt
damit stellenweise A-Form DNA.** Zwischen den Ammingruppen von Cisplatin
(1) und den Sauerstoffatomen der Phosphatgruppen der DNA finden sich Was-
serstoffbriickenbindungen.® Dies kénnte fiir die Orientierung des Monoaddukts
vor der zweiten Bindung eine Rolle spielen.

Ein 1,3-Intrastrangaddukt zwischen zwei Guaninen (d(GpXpG)) drillt die DNA

um 23° auf®

und biegt, ahnlich den 1,2-Intrastrangaddukten, die DNA-Helix um
32 bis 35° in Richtung der groRen Furche der DNA.*" Die zwischen den beiden
platinierten Guaninen gelegene Base wird aus der DNA-Helix verdrangt (syn-

Konformation). Dadurch wird die DNA an dieser Stelle flexibler.™

Die Sekundarstrukturveranderungen durch ein d(GC/GC)-Interstrangaddukt
unterscheiden sich deutlich von den oben beschriebenen. Die DNA wird um 87°
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aufgewunden und die DNA-Helix um 20° in Richtung der kleinen Furche gebo-
gen. Das Interstrangaddukt zwingt die komplementaren Cytosine aus der Helix
und die Phosphatgruppen der beiden gebundenen Guaninnukleotide gehen
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Platinmetall ein und bilden so ei-
nen quasioktaedrischen Komplex. Das in 5’-Richtung gelegene Guaninnukleo-

tid liegt um ca. 180° verdreht, also linksgangig vor.*

Trotz intensiver Forschung ist der Zusammenhang zwischen den spezifischen
Addukten, den dadurch hervorgerufenen Sekundarstrukturveranderungen und

der cytotoxischen Wirkung nach wie vor unklar.™
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2.2 Konsequenzen der Cisplatin-DNA-Addukte

In Abb. 3 sind mogliche Effekte von Cisplatin (1) in Zellen schematisch darge-
stellt.
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Abb. 3: Schematische Ubersicht Giber mégliche Effekte von Cisplatin (1) in Zellen. Details

werden im Text erklart.

Sowohl bei der DNA-Replikation als auch bei der Transkription wird die DNA als
Matrize verwendet und deswegen kdnnen beide Prozesse durch Cisplatin-Ad-
dukte beeinflusst werden. In einem in vitro-System wurde durch bifunktionale

Addukte von Cisplatin (1) sowohl die Initiation als auch die Elongation der DNA-
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Replikation gestért.*® Allerdings korreliert die Inhibition des Zellwachstums in
L1210 Zellen nicht mit der Abnahme der DNA-Synthese.* Die Fahigkeit, durch
Translasionssynthese bei der Replikation Cisplatin-Addukte zu tolerieren, fuhrt

jedoch zu Resistenz.™

Eine alternative Erklarung fur die cytotoxische Wirkung von Cisplatin (1) konnte
ein Arrest der Zellen in der G2-Phase sein. Ein Zellzyklusarrest konnte dabei
durch eine Stérung der Transkription von Genen, die fiir den Ubergang zur Mi-
tose bendtigt werden, durch Cisplatin-Addukte, hervorgerufen werden. Nach
einer gewissen Zeit konnte die Zelle entweder die Addukte reparieren und den

Zellzyklus fortsetzen, oder sie stirbt. >

Tatsachlich fuihrt eine Erhdhung der Reparatureffizienz des Nukleotid-Exci-
sions-Reparatur-Systems (NER), zu einer erhdhten Uberlebensrate, das heif’t

Resistenz.®’

Allerdings wurde fur das Fehlpaarungs-Reparatur-System (Mismatch Repair
System, MMR) genau das Gegenteil beobachtet. Der Verlust des MMR-Sys-
tems fuhrt zu Toleranz. Als Mechanismus wird vorgeschlagen, dass bei der
Translasionssynthese gegenuber einem 1,2-Intrastrangaddukt an d(GpG) ein
Thymin statt eines Cytosins eingebaut wird. Das MMR erkennt eine Fehl-
paarung und versucht diese zu reparieren. Da das d(GpG) 1,2-intramolekulare
Platinaddukt, das die Ursache der Fehlpaarung war, dabei jedoch nicht beseitigt
wird, wird erneut ein Thymin eingebaut. Dies fuhrt zu einer Endlosreparatur-
schleife und letztendlich zum Zelltod durch letale Strangbriche. Ein Defekt im
MMR verhindert dies und erzeugt somit Toleranz.*® Das Fehlen des Mismatch
Repair Systems fuhrt allerdings zur Anhaufung von Mutationen, weswegen

dieser Resistenzmechanismus auch als mutagene Toleranz bezeichnet wird.

Neben den Reparaturproteinen binden auch andere Proteine Platinaddukte an
der DNA. Als mdgliche Konsequenzen stellten Pil et al.*® drei Wege zur Diskus-

sion:

1. Die Proteinbindung verhindert die Erkennung der Addukte durch das zellu-
lare Reparatursystem. Dies fuhrt letztendlich zum Zelltod. Tatsachlich
konnte in einem in vitro-Reparatursystem gezeigt werden, dass hinzuge-
fiigtes HMG1 die Reparatur des d(GpG) 1,2-Intrastrangaddukts blockiert.*°
Einen ahnlichen Effekt konnte auch die Bindung von Histon H1 habe, das
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eine etwa zwanzigfach hohere Affinitat zu Cisplatin-Addukten aufweist als
HMG*' und zehnmal mehr im Zellkern enthalten ist.*? Allerding wurden unter
physiologischen Bedingungen, mit Zellextrakten ohne gereinigtes HMG1,
keine Hinweise fur eine Abschirmung der Cisplatinaddukte durch HMG1

gefunden.*®

2. Platinaddukte zwingen HMG-Box-Proteine an unorthodoxe DNA-Regionen
zu binden und verandern so moglicherweise die Transkription wichtiger
Gene. HMG1 konnte eine Art nukleares Chaperon sein, das eventuell durch
Aufdrillen und Biegen der DNA eine optimierte Bindungsstelle fur Trans-

kriptionsfaktoren schafft.**

3. Ein Protein, das die veranderte DNA-Sekundarstruktur erkennt und bindet,
wird eigentlich zur Transkription in den sich schnell vermehrenden Tumor-
zellen bendtigt. Die Konkurrenz der Platinaddukte mit den naturlichen Bin-
dungsstellen stort das Gleichgewicht und tétet so die Zelle. Zum Beispiel
bindet der ribosomale RNA Transkriptionsfaktor hUBF (human upstream
binding factor), der auch zur Familie der HMG-Box-Proteine gehdrt, mit fast
derselben Affinitat (Kgapp) = 60 pM) an d(GpG) 1,2-intrastrang Addukte von
Cisplatin wie an den rDNA Promotor (Kgapp) = 18 pM).** Da die hUBF-Pro-
motorbindung kooperativ ist, fiilhren kleine Anderungen der Menge des
freien Proteins zu grof3en Unterschieden der Promotorbesetzung. Die Auto-
ren®® pragen dafiir die Beschreibung ,cisplatin-mediated-transcription-factor-
hijacking mechanism“ und schlagen vor, dass dadurch sowohl die DNA-Re-
paratur als auch die rDNA Transkription negativ beeinflusst werden, was
sich in beiden Fallen starker auf schnell proliferierende Tumorzellen aus-
wirkt. Weniger spezifisch kdnnte dagegen der Einfluss der Bindung des
TATA Box Binding Proteins, TBP, an Cisplatin-Addukte sein. Der generelle
Transkriptionsfaktor TBP kann von Cisplatin-Addukten abgefangen werden,
und dies konnte fur die verminderte gesamt RNA-Synthese in Cisplatin be-
handelten Zellen verantwortlich sein.*®

Abgesehen von den Proteinen, die Cisplatin-Addukte binden kdnnen, ist der

weitere Signalweg, der letztendlich zum Zelltod fuhrt, weitgehend unbekannt.
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Es gibt Hinweise, dass p53 und p21 an der Signalweiterleitung beteiligt sind
(Abb. 4). Verschiedene Signale fuhren dabei zum Zellzyklusarrest, zur DNA-

Reparatur oder zum Zelltod.
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Abb. 4: Schematischer Uberblick tiber mégliche Signalwege, die die Wirkungen von Cis-

platin-DNA-Addukten vermitteln

So gibt es Zellen, die ohne das Gen fur p53 bzw. p21 sensitiver gegenuber Cis-
platin sind. Dieser Effekt korreliert sowohl mit einer verminderten DNA-Repara-
tur als auch mit einem Verlust der G1-Ze|lzykluskontro|le.47 Der Signalweg, uber
welchen die p53-Proteinmenge in Zellen mit dem Gen fur p53 nach Schadigung
der DNA reguliert wird, ist weitgehend unbekannt.*® In jedem Fall fiihrt der
Anstieg an p53 zu einer Transkriptionsaktivierung verschiedener Gene, zu

denen z.B. auch p21 gehort.

Wegen der Uberexpression von p21 werden aktive Komplexe, jeweils beste-
hend aus einem Cyclin, einer CdK (cyclin dependent kinase), PCNA (prolifera-
ting cell nuclear antigen) und p21 durch die Bindung zusatzlicher p21-Molekule
inaktiviert. Dadurch wird die Phosphorylierung von Cdk2, Cdk3, Cdk4 und Cdk6
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inhibiert und der Ubergang von der G1- in die S-Phase verhindert (Zellzyklusar-
rest).*® AuRerdem blockiert die erhdhte, nichtstéchiometrische Bindung von p21
an PCNA die Aktivierung der DNA-Polymerase 5.*° Allerdings wurden keine
Hinweise gefunden, dass p21 zu einem S-Phasenarrest fiihrt.>° Die Elongation
wird entweder aufgrund einer verminderten Assoziation der Polymerase & mit
PCNA oder aufgrund der Verringerung der Beweglichkeit des Komplexes auf
der DNA inhibiert.*®

Es ist wahrscheinlich, dass es mehrere, zum Teil redundante Signalwege gibt.
So wurden sowohl Beispiele von p53-unabhangiger Uberexpression von p21

1

gefunden,® als auch Zellzyklusarrest durch p53 ohne Uberexpression von

p21.%2

Auch die Transkription des GADD45-Gens (growth arrest and DNA damage)
wird durch p53 induziert. Das Protein Gadd45 bindet auch PCNA und kompeti-
tiert dabei mit p21. In einem zellfreien System erhdht die Zugabe von Gadd45
die Nukleotid-Excisions-Reparaturaktivtat®™ und auch in Zellen konnte gezeigt
werden, dass die Expression von antisense gadd45-RNA die Reparaturaktivitat
abschwacht.>* Der Einfluss von p21 auf die Excisions Reparatur ist geringer als
bei der DNA-Replikation, da die Polymerase & wenig und die Polymerase €
noch weniger in ihrer Fahigkeit, kurze DNA-LUcken aufzufillen, inhibiert wer-
den. Damit blockiert p21 zwar die Replikation, behindert aber die Reparatur

nicht.®

Auf welche Weise gadd45 die Excisions Reparatur beeinflusst, ist noch
unklar. Fehlt in einer Zelle das Gen fur p53 bzw. p21, so wird der Zellzyklus
nicht unterbrochen und auch keine erhohte Reparaturaktivitat induziert. Die
Zellen teilen sich also trotz der Cisplatinaddukte und sterben z.B. aufgrund von
Interstrangverknupungen, die eine Teilung der DNA-Strange verhindern (Mitoti-

sche Katastrophe)

Im Gegensatz zu den gerade eben beschriebenen Effekten, die dazu fuhren,
dass Zellen ohne p53 sensitiver gegenuber DNA-Schaden werden, da sowohl
die Zellzykluskontrolle als auch die DNA-Reparatur negativ beeinflusst werden,
zeigten sich in einer Studie mit 60 Zelllinien des National Cancer Insititute Zel-
len mit mutiertem p53 resistenter gegenuber Cisplatin als Zellen mit Wildtyp
p53.% Vermutlich kommt hier ein dritter Weg der Wirkung von p53 zum Tragen.

Die Expression von p53 verschiebt vermutlich das Gleichgewicht zwischen pro-
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apoptotischen und antiapoptotischen Proteinen der Bcl2-Familie und induziert
damit Apoptose.13 Die Menge an p21, das auch von vielen Wachstumsfaktoren
unabhangig von p53 induziert werden kann, kénnte die Entscheidung, ob eine
Zelle den Zellzyklus arretiert und die DNA-Schaden repariert oder ob sie in die

Apoptose geht, beeinflussen.*

Dieses Bild der moglichen Signalwege und Reaktionen der Zelle auf DNA-
Schaden ist sicherlich unvollstandig und Iasst die tatsachliche Komplexizitat der

Vorgange nur erahnen.
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3 Aktuelle Entwicklungen

Neben der Kombination von Cisplatin (1) mit verschiedenen Chemotherapeutika
zur Erweiterung des Einsatzspektrums und der paralellen Behandlung der Ne-
benwirkungen begleitet die Forschung schon seit Beginn der Anwendung von
Cisplatin die Idee, dass Veranderungen des Komplexes selbst das klinische
Einsatzspektrum erweitern kdénnten. Prinzipiell gibt es dazu vier Ansatzpunkte:
Von den Liganden konnen entweder die Fluchtgruppen, bei Cisplatin (1) die
Chloride, ausgetauscht oder die Ammine durch andere Nicht-Abgangsgruppen
ersetzt werden. Als drittes kann noch die Oxidationsstufe von Platin zwischen
plus zwei und plus vier variiert werden. Aulierdem kann die rdumliche Anord-

nung der Liganden, cis- oder transstandig, variiert werden.

Durch einige systematische Untersuchungen konnten einige Struktur-Wirk-Be-
ziehungen abgeleitet werden. Dabei handelt es sich allerdings nicht um genaue

Regeln, sondern eher um empirische Zusammenhange.

So ist Platin(ll) als Zentralatom cytotoxischer als die oxidierte Form PIatin(IV).57
Aulerdem weisen fast alle aktiven Verbindungen eine cis-Geometrie auf.*® Die
umfassende Gultigkeit dieser Regel wurde jedoch durch die Entdeckung von
antitumorwirksamen  frans-Platinkomplexen in der Arbeitsgruppe von
Farrell®® %% %" relativiert. Geladene Komplexe sind in der Regel weniger
antitumoraktiv als neutrale. Es ist allerdings nicht klar, ob eine Ladung die Zell-
aufnahme behindert oder ob die bessere Wasserloslichkeit zum schnelleren

Ausscheiden der Komplexe fiihrt.®2

Als Faustregel fur die Fluchtgruppenliganden gilt, dass eine zu labile Bindung
der Fluchtgruppen an das Zentralmetall zu starker Toxizitat fihrt, wahrend eine
zu stabile Bindung zu einem inerten und damit unwirksamen Komplex fiihrt.>’
Die Affinitat der Liganden zu Platin(ll) nimmt dabei in folgender Reihenfolge

ab:"
CN > NH; = Guanin, Adenin, OH" > I' > SCN" > Br > CI' =
Phosphat, Carboxylat > H,O = NO3, SO, CIO4

FUr die Nicht-Fluchtgruppen konnen einige Leitstrukturelemente abstrahiert
werden. Liganden, die nicht Uber Stickstoff an das Platinzentralatom gebunden
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sind, weisen keine Aktivitat auf.’ Komplexe mit tertidrem Amin sind inaktiv. Li-
ganden sollten also mindestens eine NH-Gruppe58 aufweisen, NH3; und RNH,-
Liganden erhdhen, wahrscheinlich Uber Wasserstoffbriicken zwischen NH und
polaren Gruppen der DNA, die Aktivitat.>’ Liganden mit polaren Substituenten

vermindern dagegen die Aktivitét.>’

Chelatbildende Liganden zeigen zuminde-
stens in experimentellen Modellen weniger Kreuzresistenz, d.h., dass sie in

Zellen, die gegen Cisplatin resistent sind, wirksam sind.>

Fir einige einfache Amine wurden anhand systematischer Studien' folgende
Zusammenhange zwischen Aminen und cytotoxischer Wirkung der entspre-
chenden cis-Platin(ll)-Komplexe gefunden. Fur lineare Amine ergibt sich ein
Optimum der Wirksamkeit bei N-Butylamin. Tendenziell nimmt die Toxizitat mit
zunehmender Lange der Alkylkette zu. Die Toxizitat der Platinkomplexe prima-
rer Amine mit alycyclischen Substituenten nimmt von Cyclopropan zu Cyclo-
hexan ab. Allerdings schrankt die geringe Wasserloslichkeit den Einsatz stark
ein. Insgesamt zeigen alicyclische Amine und aromatische Heterocyclen jedoch

nur geringe Aktivitat.

FUr eine mogliche klinische Anwendung mussen neue Chemotherapeutika
maldgebliche Vorteile gegenuber den etablierten Verbindungen aufweisen.
Winschenswerte Verbesserungen kdnnten dabei sein:®

O Erhohte Wirksamkeit.
Breiteres Wirkspektrum.
Geringere akute Toxizitat
weniger chronische Schaden

Uberwindung von Kreuzresistenz

O O O o O

Orale Verabreichung und Aufnahme®
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In 25 Jahren Suche nach Uberlegenen Cisplatinanaloga wurde nur eine Verbin-
dung, cis-Diammin-cyclobutandicarboxylato-platin(ll), Carboplatin (2), ent-
deckt,® die aufgrund geringerer Toxizitat, vergleichbarer Selektivitat und anti-

tumoraler Wirkung seit 1981 klinisch eingesetzt wird®.

HaN

-0
H3N’P\t

(o)

(0]

2

Abb. 5: Strukturformel von Carboplatin (2).

Abgesehen von der Reduktion der Toxizitat konnte aber weder das Spektrum
der mit Platinkomplexen behandelbaren Tumore erweitert, noch Resistenzen

iberwunden werden.®

Zwischen 1969 und 1993 wurden um die 3000 Cisplatinanaloga synthetisiert.
Auler Carboplatin wurden noch zwolf weitere Komplexe klinisch getestet aber
aufgrund mangelnder Vorteile wieder verworfen.®* Bis zum Jahre 1993 waren

es weniger als 30 Komplexe, die in klinischen Studien eingesetzt wurden.”

Mittlerweile sind neben Cisplatin (1) und Carboplatin (2) noch zwei weitere Pla-
tin(Il)-Komplexe, cis-Cyclohexylamin-oxalato-platin(ll), Oxaliplatin (3), und cis-

Diammin-glykolato-platin(ll), Nedaplatin [254S] (4), zugelassen.®®

NH; HsN
I\Dt/o }:,t/O
NH; '\ 0 HaN— "\ o
O o
o]
3 4

Abb. 6: Strukturformeln von Oxaliplatin (3) (links) und Nedaplatin [254S] (4) (rechts).
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Daneben sind noch die drei Verbindungen cis-Ammindichloro-(2-methylpyridin)-
platin(ll) ZD0473 (5), Bis-aceto-ammin-dichloro-cyclohexylamin-platin(IV):
Satraplatin [JM216] (6) und BBR3464 (7) in der klinischen Priifung.®®

0
H3N%>l
TN
HsN HZN/ \Pt/\XCI
/ \
Cl
\ 0/\
5 6
N NH; HN_ NH; H:N_ Cl
. FAT p Pt
\ /7 N\ /7 N\
c” “NH, ® HaN NHZ/EﬂG\HzN NH;

7

Abb. 7: Strukturformeln von ZD0473 (5) (oben, links), Satraplatin [JM216] (6) (oben,
rechts) und BBR3464 (7) (unten).

Anhand dieser Verbindungen (5) bis (7) und der klinisch zugelassenen Verbin-

dungen (1) bis (4) werden im Folgenden aktuelle Strukturprinzipien bzw. Struk-

turelemente und deren mdglicher Einfluss auf die Toxizitat und Antitumoraktivi-

tat besprochen.

Der Cyclobutan-dicarboxylat Ligand in Carboplatin ist, verglichen mit den Chlo-
ridliganden in Cisplatin (1), weniger reaktiv. Im Gegensatz zu Cisplatin (1) bin-
det es kaum an Plasmaprotein und wird deswegen Uberwiegend unverandert
ausgeschieden.®® Die geringe Reaktivitét ist wahrscheinlich auch der Grund fiir
die geringere Cytotoxizitat. AuRerdem erhoht der Cyclobutan-dicarboxylat Li-
gand die Léslichkeit des Komplexes.®® Ahnliche Effekte werden auch durch die
Verwendung von Oxalat als Fluchtgruppe in Oxaliplatin (3) bzw. Glykolat in
Nedaplatin [254S] (4) erzielt. Nedaplatin [254S] (4) unterscheidet sich ebenso
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wie Carboplatin (2) nur durch die Fluchtgruppen von Cisplatin (1). Deswegen
unterscheiden sich diese drei Komplexe kaum in ihrem Wirkungsspektrum. Der
1,2-Diamincyclohexan-Ligand in Oxaliplatin (3) dagegen verringert die Kreuz-
resistenz gegeniiber Cisplatin (1).°” Des weiteren weist Oxaliplatin (3) ein ver-
andertes Wirkspektrum auf, da es z.B. der einzige bekannte Platinkomplex ist,

der gegen fortgeschrittenen Kolorektalkrebs wirksam ist.%®

Der sterisch anspruchsvolle 2-Methylpyridin-Ligand in ZD0473 (5) soll den An-
griff von Thiolgruppen, vor allem von Glutathion, erschweren.®® Durch die Ein-
schrankung dieser Reaktion, die einen moglichen Resistenzmechanismus dar-

stellt,"®

soll die Kreuzresistenz zumindestens in einigen Tumoren Uberwunden
werden. In der Tat ist ZD0473 (5) gegen einige Zelllinien, die unterschiedliche

Resistenzmechansimen gegen Cisplatin (1) zeigen, wirksam.®

Der gut wasserlosliche und stabile Platin(IV)-Komplex Satraplatin [JM216] (6)
kann oral verabreicht werden.’® Die verbesserte Aufnahme von (6) kénnte auch
der Grund sein, weswegen Satraplatin [JM216] (6) in Zelllinien, die aufgrund
einer verminderten Aufnahme gegen Cisplatin resistent sind, dennoch wirksam
ist.”" Eine orale Verabreichung ist auRerdem fiir die Patienten angenehmer als

eine intravendse Gabe und auch weniger kostenintensiv.®*

Die trinukleare Platinverbindung BBR3464 (7) reagiert schneller mit DNA und
kann Uber eine groRere raumliche Distanz zwei Basen sowohl innerhalb des-
selben DNA-Stranges als auch zwischen den beiden komplementaren Strangen

verkniipfen.’?

Aus den soeben vorgestellten Cisplatinanaloga lassen sich grundlegende Ten-
denzen der aktuellen Cisplatinforschung ableiten. Dazu gehdren geringere Re-
aktivitat durch fester gebundene Fluchtgruppen [Verbindungen (2), (3) und (4)],
Platin in der Oxidationsstufe plus vier [Verbindung (6)] oder sterische Hinder-
nisse [Verbindung (5)]. Eine verminderte Reaktivitat kann die Toxizitat der
Komplexe mildern. Veranderte Addukte durch neue Nicht-Abgangsgruppen
[Verbindungen (3) und (5)] bzw. Platin in der Oxidationsstufe plus vier [Verbin-
dung (6)] kdnnen das Wirkspektrum erweitern und Kreuzresistenzen vermeiden.
Eine WeiterfUhrung dieses Ansatzes stellt Verbindung (7) dar. Die VerknlUpfung

zweier Platinspharen eroffnet neue Reaktionsmdglichkeiten bzw. die Ausbil-
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dung neuartiger Addukte, die alternative Wirkmechansimen in Gang setzen

konnten.

4 Strukturen der untersuchten Cisplatinanaloga.

Die soeben vorgestellten Strukturprinzipien wurden fur die in der vorliegenden
Arbeit behandelten Komplexe aufgegriffen und kombiniert. Die Platinkomplexe
wurden von E. Schuhmann, J. Altmann und B. Miller im Arbeitskreis von Prof.
W. Beck, Institut fur Anorganische Chemie, Universitat Minchen, synthetisiert.
Der Ligand fur Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) und das Strukturanalogon (17)
wurden von F. von Nuf3baum im Arbeitskreis von Prof. W. Steglich, Institut fur

Organische Chemie, Universitat Minchen, dargestellt.

Die synthetisierten Cisplatinanaloga mit Platin in der Oxidationsstufe zwei sind
nicht wasserloslich. Einige davon konnten aber nach der Solvolyse in DMSO
mit H2O verdunnt werden und so naher untersucht werden.

/. 73

Die Solvolysereaktion wurde fur Cisplatin (1) von John et al.”” verfolgt. Dabei

wurden folgende Ligandenaustauschreaktionen beobachtet:

lilH3 CH; @ l,\le HsC HeC  NHs
\
HsN—Fit-S=0 CI® == H;N—Pt—Cl + f=0 = O=/S—Fl’t—CI
Cl CHs3 Cl HsC H3C Cl
1a Cisplatin (1) DMSO 1b
NH3 NH; CH3 (<) Cl CH3
® | |/
H3N—P|t—NH3 c1e C|—Fit—S=O cl|1© H3N—Fit—S=O
Cl NH3 CHs Cl CHs
1c 1d 1e

Abb. 8: Ubersicht tiber die Produkte bei der Solvolyse von Cisplatin (1) in DMSO.
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Das Hauptprodukt stellt Verbindung (1a) dar, die Verbindungen (1b), (1c), (1d)
und (1e) treten erst im spateren Reaktionsverlauf und in geringerem Ausmalfl}

auf.

41 Bisplatin(ll)-komplex von N*N“-Adipolybis(1,2,4-triaminbutan):
Bisamid-bisplatin(ll) (8)"

Der Bisamid-bisplatin(ll)-Komplex (8) verknupft Uber einen gemeinsamen
N*,N“-Adipolybis(1,2,4-triaminbutan)-Liganden zwei Platin(Il)-Spharen mit je-
weils zwei cis-standigen Chloridliganden. Die Amidgruppen ermdglichen im
Vergleich zu einer reinen Alkylbrucke zusatzliche Wasserstoffbriickenbindun-

gen, erhdhen die Hydrophilie und steigern damit auch die Wasserloslichkeit.

CI\
Cl
Iil o HzN—P{/
N /\)\/NHZ
HZN\/\l/\/ 'il
Pt\/NHz (o H
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Abb. 9: Strukturformel von Bisamid-bisplatin(ll) (8).

Die Solvolyse von Bisamid-bisplatin(ll) (8) fuhrt nur zum Austausch eines Chlo-
ridliganden je Platinsphare gegen ein DMSO Molekdll, analog dem Reaktions-
schritt, von Cisplatin (1) zu Verbindung (1a) (Abb. 8, Seite 29).”* Aufgrund der
beiden Platinspharen und der raumlichen Anordnung ergeben sich daraus

sechs Isomere, die als Gemisch eingesetzt wurden.



Einleitung 31

4.2 Bisplatin(IV)-komplex von N’ N”-Adipolybis(1,2,4-triaminbutan):
Bisamid-bisplatin(IV) (9)

Die Oxidation von (8) fuhrt zum Bisplatin(IV)-komplex (9).

Cl
o 1,
N =Pt /]
HZN/_/_ —\—\OH
H (o]
,f, NH,
H,N N
/\ 0 H
HO</—|—\=NH
S—J. <72
. Pt .
AN Ve
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9

Abb. 10: Strukturformel von Bisamid-bisplatin(IV) (9).

Aufgrund der zusatzlichen Hydroxylliganden am oktaedrisch koordinierten Pla-
tin(IV) ergeben sich Mdglichkeiten fur weitere Wasserstoffbrickenbindungen
und der Komplex wird dabei so hydrophil, dass er gut wasserldslich ist. AulRer-

dem vermindert die oktaedrische Koordination die Reaktivitat.
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4.3 Dichloro-dihydroxy-N',N’-[N*-Trifluoracetyl(1,2,4-triamino-butan)]-
platin(IV): Monoamid-monoplatin(lV) (10)

Monoamid-monoplatin(lV) (10) mit nur einer Platinsphare ist ebenfalls gut was-
serloslich und dient als mononukleare Vergleichsverbindung zu Bisamid-bispla-
tin(1V) (9).

Z—I

CF;

10

Abb. 11: Strukturformel von Monoamid-monoplatin(IV) (10).

Die Analogie der Komplexe soll dazu dienen, moglichst nur den Einfluss der
kovalenten Verknupfung zweier Platinspharen zu untersuchen. Die analoge
mononukleare Platin(ll)-Verbindung zu Komplex (8) war nicht ausreichend in

wassrigen Losungen |6slich.
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4.4 a,w-N,N’"-Alkyl-bis-[(dichloro)-ethylendiamin-platin(ll)]-Komplexe:
Alkyl-bis-ethylendiamin-platin(ll)-Verbindungen (11) — (14).”

Die Komplexe vom Alkyl-bis-ethylendiamin-platin(ll)-Typ (11) — (14) verknUpfen
zwei cis-Dichloro-ethylendiaminplatin(ll)-Einheiten Uber eine N,N’-verbindende

Alkylkette mit sechs bis zwOIf Methyleneinheiten.

(NH/[““Z]\NHg

HN—Ft—c, ci—F{TNH2
& b
1(n=6)
12 (n = 8)
13 (n = 10)
14 (n = 12)

Abb. 12: Strukturformeln der Alkyl-bis-ethylendiamin-platin(ll)-Komplexe:
(n =6) a,w-N,N’"-Hexyl-bis-[dichloroethylendiaminplatin(Il)]:
Hexyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (11)
(n = 8) a,«>-N,N’"-Octyl-bis-[dichloroethylendiaminplatin(Il)]:
Octyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (12)
(n =10) a,«>-N,N "-Decyl-bis-[dichloroethylendiaminplatin(ll)]:
Decyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (13)
(n =12) a,w-N,N -Dodecyl-bis-[dichloroethylendiaminplatin(I1)]:
Dodecyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (14)
Diese Komplexe sind noch lipophiler als Bisamid-bisplatin(ll) (8) (Abb. 9,
Seite 30). Aber nach Solvolyse in DMSO kénnen sie in H,O verdinnt werden.
Die analogen Platin(IV)-Verbindungen sind jedoch sowohl in Wasser, als auch
in DMSO unléslich. Ein weiterer Unterschied zu Bisamid-bisplatin(ll) (8) besteht
darin, dass die Alkylbriicke statt an einem Kohlenstoff der Ethylendiamineinheit
direkt an einem Amin bindet. Folglich entsteht ein Ligand aus einem primaren
und einem sekundaren Amin. Die Verlangerung der Alkylkettenlange erhoht
sowohl die Lipophilie als auch die raumlichen Freiheitsgrade der beiden

Platinspharen im Verhaltnis zueinander.
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4.5 Dichloro-(N-nonyl)-ethylendiaminplatin(ll); Nonylethylendiamin-
platin(ll) (15)"°

Die Alkylethylendiaminplatin(ll)-Verbindung (15) ermdglicht eine Unterschei-
dung zwischen dem Einfluss einer Alkylkette bzw. der Verknlpfung zweier cis-
Platin(ll)-Einheiten in den Alkyl-bis-ethylendiamin-platin(ll)-Komplexen (11) —
(14).

/\/\/\/\/
N'H
Cl
15

Abb. 13: Strukturformel von Nonylethylendiaminplatin(ll) (15).

Dichloro-(N-nonyl)-ethylendiaminplatin(ll) (15) Iasst sich nach Solvolyse in
DMSO in H,O verdunnen, wahrend die Komplexe mit langeren Alkylkette als
Folge der zunehmenden Lipophilie trotz des Ligandenaustausches in Wasser

unloslich sind.
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4.6 [1-(2-Aminophenyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydro-isochinolin]-
dichloroplatin(ll): Anilin-4H-Isochinolinplatin(ll) (16).”

In den derivatisierten 1-(2-Aminophenyl)isochinolin-Liganden sind zwei Eigen-
schaften, sterischer Anspruch und Verbrickung uber den Liganden, kombiniert,
die Kreuzresistenzen mit Cisplatin (1) vermindern sollen.’” ®® Dariiber hinaus
kann durch eine geeignete Wahl der Substituenten und des Hydrierungsgrades
der aromatischen Ringe die Basizitat der Aminliganden variiert werden. In einer
Serie mit cyclischen Aminen wurde festgestellt, dass je starker basisch ein
Aminligand ist, desto stabiler ist die Bindung am Zentralatom und desto aktiver

ist der Komplex.””

H3;CO
B
NH ICI
H;CO \pt\
I ~Cl
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Abb. 14: Strukturformel von [1-(2-Aminophenyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydro-iso-
chinolin]-dichloroplatin(ll): Anilin-4H-Isochinolinplatin(ll) (16).

Durch die Hydrierung der beiden Doppelbindungen zwischen C1 und N2 bzw.

C3 und C4 des Isochinolinringes B wird das starre Isochinolinringsystem etwas

flexibler. Gleichzeitig wird durch die Reduktion einer tertiaren Amingruppe eine

sekundare Amingruppe im Liganden des Komplexes, 4H-Isochinolinplatin(ll)

(16), die gleichzeitig auch starker basisch ist.

Fir die in dieser Arbeit untersuchten Komplexe wurden wichtige Merkmale kli-
nisch angewendeter Cisplatinanaloga (vgl. Kapitel 3, Seite 24) aufgegriffen,
modifiziert und zum Teil weitergefuhrt. Zum einen wurden zwei Platinspharen
zu den Bisplatinverbindungen (8), (9), (11), (12), (13) und (14) verknupft. Zum
anderen wurde durch die zusatzliche Oxidation der Platinatome in Verbindung
(9) gegentber dem Komplex (8) die Loéslichkeit erhdht und gleichzeitig die Re-

aktivitat erniedrigt. AuRBerdem wurden durch die Verwendung eines
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1-(2-Aminophenyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydro-isochinolinliganden im
Komplex (16) zwei weitere aktuelle Strukturprinzipien, sterisch anspruchsvoll

und chelatbildend, kombiniert.

5 Aufgabenstellung

Als erstes sollte die cytotoxische Wirkung der vorgestellten Verbindungen auf
eine Referenzzelllinie untersucht werden. Damit sollte ein erster Zusammen-
hang zwischen den oben (Kapitel 4, Seite 29) diskutierten Strukturprinzipien
und der biologischen Wirkung festgestellt werden.

AnschlielRend sollte verfolgt werden, ob Unterschiede in der Cytotoxizitat mit
grundlegenden quantitativen Effekten, wie der Aufnahme der Komplexe in die

Zellen und ihre Bindung an zellulare DNA, zusammenhangen.

Neben diesen rein quantitativen Aspekten sollten auch die Sekundar-
strukturveranderungen der DNA, die durch Addukte der verschiedenen Kom-
plexe hervorgerufen werden konnten, in vitro analysiert werden. Dabei sollte der
Frage nachgegangen werden, ob die Art der Sekundarstrukturveranderungen
bzw. die Kinetik ihrer Entstehung in einem Zusammenhang zur Wirkung der
Verbindungen auf die Zellen stehen. Dabei kann allerdings nicht differenziert
werden, welche Addukte jeweils zu den Sekundarstrukturveranderungen
beitragen und ob bestimmte Addukte fur die Cytotoxizitat eine herausragende
Rolle spielen. Deswegen sollten zusatzlich die Verknipfung der beiden
komplementaren DNA-Strange Uber Platinaddukte untersucht werden. Solche
Interstrangverknipfungen sind von besonderem Interesse, da sie eine
Trennung der Strange, wie sie bei der Transkription und insbesondere bei der
Replikation erforderlich ist, verhindern. Es sollte herausgefunden werden, ob
sich die Komplexe in ihrer Fahigkeit, solche Interstrangverknipfungen auszubil-
den, unterscheiden. Das Ziel dabei war, herauszufinden, ob Komplexe, die
schneller oder mehr derartige Addukte ausbilden, auch starker cytotoxisch sind.
Dies ware ein Hinweis darauf, dass die VerknUpfung der beiden DNA-Strange

die cytotoxische Wirkung zumindestens mitverursacht.

Neben der Reaktion der Komplexe mit DNA hangt die Adduktmenge und evtl.
die damit verbundene Wirksamkeit auch von dem Verbleib der Addukte an der
DNA ab. Ein wesentlicher Prozess bei der Entfernung von DNA-Schaden ist
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neben Umlagerungen oder einer Verdrangung der DNA-Basen durch andere
Liganden die DNA-Reparatur. Aus diesem Grund sollte auch die Reparatur fur
die verschiedenen Komplexe untersucht werden. Dazu sollte ein in vitro-DNA-

Reparaturtest etabliert und angewendet werden.

Zusatzlich zur DNA-Reparatur sollte auch die Proteinbindung an Platin-DNA-
Addukte untersucht werden. Reaktive Fluchtgruppen der Platinaddukte kénnten
dazu fahren, dass Proteine, die an diese DNA-Platinkomplexe binden, die
Fluchtgruppen nukleophil verdrangen und so koordinativ mit der DNA vernetzt
werden. Derartige platinvermittelte Protein-DNA-Komplexe konnten die Cyto-
toxizitat steigern oder aber auch zur Detoxifizierung, zum Beispiel durch er-
leichterte Reparatur, beitragen. Es sollte deswegen zuerst geklart werden, ob
die einzelnen Komplexe nach der Reaktion mit DNA Uberhaupt in der Lage
sind, noch Proteine zu binden. Gegebenenfalls sollte die sich daran anschlie-
Rende Frage geklart werden, ob derartige platinvermittelte Protein-DNA-Kom-
plexe positiv mit der Cytotoxizitat korrelieren, also eher bei aktiven Verbindun-

gen auftreten oder aber ein indirekter Zusammenhang besteht.

Aus den so erzielten Erkenntnissen sollte abgeleitet werden, welche der unter-
suchten Eigenschaften flr Antitumorstoffe auf Platinbasis eine Rolle spielen,
um daraus Hinweise auf mogliche mechanistische Zusammenhange zu gewin-
nen und nach Moglichkeit auch Modellvorstellungen zu entwickeln, die die un-
terschiedliche Wirkung der Komplexe erklaren konnten.
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Methoden

1 Haufig verwendete Puffer

Bluejuice-Auftragspuffer:

5 % Glycerin
0,5 % SDS
10 mM EDTA
0,025 % BPB (Bromphenolblau)
0,025 % XC (Xylencyanol)
Klenowpuffer:
50 mM Tris/HCI pH 7,8
5 mM MgCl,
10 mM [3-Mercaptoethanol

PBS (Phosphate Buffered Saline): (pH 7,0)

137 mM NaCl
3 mM KCI
8 mM Na;HPO4
1 mM KH2PO4

TBE-Puffer: (pH 8,3)

90 mM Tris
90 mM Borsaure
1 mM EDTA

TE-Puffer: (pH 7,5)

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
Alle Konzentrationen sind, soweit nicht anders angegeben, Endkonzentratio-
nen.
2 Zellkultur
2.1 Auftauen der Zellen

Zur Reaktivierung der eingefrorenen Zellen wurden die Kryo-Ampullen im 37 °C

Wasserbad aufgetaut. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in ein
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50 ml-Falconréhrchen gegossen und die Zellen fur 5 Min bei 1500 Upm und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die Zellen in 5 ml Me-
dium resuspendiert. Als Nahrmedium diente Dulbeccos Modified Eagles Me-
dium (DMEM) fur die L1210 Maus Leukamie Zellen bzw. RPMI 1640 Medium
fur die HeLa Zellen. Die Medien wurden mit 10% fotalem Kalberserum (FKS), 2
mM L-Glutamin und je 100 pg/ml Streptomycin und Penicillin versetzt. Die

Zellsuspension wurde in eine 10 ml-Kulturflasche pipetiert und dann vermehrt.
2.2 Zellvermehrung

Die Suspensionskultur wurde in Zellkulturflaschen in einem CO2-Brutschrank
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellen hatten eine Generationszeit von
knapp einem Tag. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen passagiert. Dazu

wurde ein Teil der Kultur mit frischem Medium 1:10 bis 1:100 verdinnt.
23 Lagerung der Zellen

Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff bei —196 °C gelagert. Zum Einfrieren
wurde die Suspensionskultur mit ungefihr 10" Zellen fiir 10 Min bei 1500 Upm
und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Zellpellet in
8 ml Medium aus DMEM bzw. RPMI mit 20 % FKS, das auf 0° C gekuhlt war,
resuspendiert. Davon wurden in 8 Kryo-Ampullen auf Eis jeweils 0,9 ml einge-
fullt. Zuletzt wurden dazu 0,9 ml einer eisgekuhlten Losung aus DMEM bzw.
RPMI mit 20 % FKS und 20 % DMSO gegeben. Die so befullten Ampullen wur-
den gut verschlossen und zuerst fur 1 h auf Eis gehalten, dann in einer Isolier-
box auf 20 °C abgekuhlt. Dann wurden sie in flissigem Stickstoff eingelagert.
Die Zellen wurden also in Medium mit insgesamt 20% FKS und 10 % DMSO bei

—196 °C eingefroren.
24 Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit 10 — 50 % Trypanblauldésung ver-
dunnt. Die Zellzahl in dieser Losung wurde in einer Neubauer-Kammer mikro-
skopisch bestimmt. Die Zelldichte wird nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl _ gezahlte Zellen [Verdinnungsfaktor
mi Quadrantenzahl

10*
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Mortale Zellen sind daran zu erkennen, dal} sie durch den Trypanblaufarbstoff,
der die Membran intakter Zellen nicht durchdringen kann, blau gefarbt sind.
Diese Zellen wurden Separat gezahlt und aus der Zahl der lebenden sowie der
toten Zellen die Vitalitat berechnet:

Zahl der toten Zellen

Vitalitat [%] =100 - [100
Zahl der toten Zellen + Zahl der lebenden Zellen

3 Cytotoxizitatstests und Untersuchung der DNA-Syn-

theserate

Fir die Cytotoxizitatstests wurde in 96-Wellplatten zuerst 10 - 20 pl Losung mit
den zu testenden Substanzen pipetiert. Dabei wurden die Konzentrationen so
gewahlt, dal® durch Zugabe von Zellsuspension auf 200 pl die gewlnschte
Endkonzentration eingestellt wurde. Flr die Zellsuspension wurde die gleiche
Medienzusammensetzung gewahlt, wie fur die Zellvermehrung (Kapitel 2.2,
S. 39). Als Ausgangszelldichte wurde 5 x 10* Zellen/ml gewahlt. Zur Bestim-
mung der Zellzahl wurden die Zellen entweder nach einer Vitalitatsfarbung un-
ter dem Mikroskop in einem Neubauer Hamocytometer gezahlt (Kapitel 3.1)
oder anhand der Umsetzung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxy-phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inneres Salz, (MTS) =zu
einem Fomazanfarbstoff photometrisch bestimmt (Kapitel 3.2). Aullerdem

wurde die DNA Syntheserate mittels *H-Thymidineinbau ermittelt (Kapitel 3.3).
3.1 Vitalitatstest

Jede Konzentration wurde als Duplett angesetzt. Die Zellen wurden 48 h bei
37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Anschliel3end wurden 90 pl ent-
nommen und mit 10 pl Trypanblaulésung verdinnt (Verdlinnungsfaktor = 1,11).
Dann wurde wie unter 2.4, S. 39 beschrieben die Zellzahl und die Vitalitat be-
stimmt. Aus mehreren Versuchsansatzen wurde mit Hilfe von Microsoft Excel
die Mittelwerte und die Standardabweichungen berechnet. Die ICsp-Werte wur-
den graphisch aus den Diagrammen bestimmt. Sie reprasentieren die Konzen-
tration der jeweiligen Verbindung, bei der die Zellproliferation auf 50 % einer

unbehandelten Vergleichsprobe (= 100 %) absinkt.
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3.2 MTT Farbtest

Fir die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe (11 - 14) bzw. Nonyl-ethylen-
diaminplatin(ll) (15) wurden die 1Cso-Werte mit dem CellTiter 96" AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay von Promega bestimmt. Dabei wird die Te-
trazolium Verbindung 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inneres Salz, (MTS) durch das Enzym Dehy-
drogenase in den Mitochondrien lebender Zellen zu einem Formazanfarbstoff
redzuziert. Die Konzentration des Farbstoffes, die proportional zu der Zahl der
lebenden Zellen sein sollte, wird dann photometrisch bestimmt. Fir jede Kon-
zentration der verschiedenen Verbindungen wurden drei Parallelansatze ver-
wendet. 100 ul Zellsupsension inklusive der Platinkomplexe wurden bei 37 °C
und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Nach 44 h wurden 15 pl der Farbstofflo-
sung zugegeben und die Zellen fur weitere 4 h im Brutschrank gehalten. Die
Umsetzung des Farbstoffes wurde durch Zugabe von 100 pl einer Lésungsflis-
sigkeit gestoppt. Nach einer weiteren Stunde wurden die Ansatze kurz ge-
schittelt und die Absorption des Formazanfarbstoffes bei 570 nm gemessen.
Aus mehreren Versuchsansatzen wurde mit Hilfe von Microsoft Excel die Mit-
telwerte und die Standardabweichungen berechnet. Die ICso-Werte wurden
graphisch aus den Diagrammen bestimmt. Sie reprasentieren die Konzentration
der jeweiligen Verbindung, bei der die Absorption, die direkt proportional zu
dem gebildeten Formazanfarbstoff und damit auch zur Zellzahl ist, auf 50 %

einer unbehandelten Vergleichsprobe (= 100 %) absinkt.
3.3 Untersuchung der DNA-Syntheserate

Jede Konzentration wurde als Triplett angesetzt. Die Zellen wurden 42 h bei
37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Zu jeweils zwei der drei Ansatze
wurde fiir die letzten 6 h, also nach 42 h, 20 pl einer Lésung von *H-Thymidin in
DMEM [0,5 pCi] pipetiert. Diese Ansatze dienten der Bestimmung der DNA-
Syntheserate. Aus dem Ansatz ohne 3H-Thymidin wurden nach Ablauf der
Inkubationszeit 90 yl entnommen und mit 10 pl Trypanblauldsung verdunnt
(Verdinnungsfaktor = 1,11). Dann wurde zur Kontolle wie unter 2.4, S. 39 be-
schrieben die Zellzahl und die Vitalitat bestimmt. Die Proben zur Bestimmung
der DNA-Synthese wurden wahrenddessen bei —20 °C eingefroren. Zur Be-
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stimmung der *H-Aktivitat wurden diese wieder aufgetaut und automatisch ab-
geerntet. Dazu wurde in einem Harvester fur 96-Wellplatten die Fllssigkeit aus
jeder Vertiefung durch eine befeuchtete Nylonmembran gesaugt. Die Platte
wurde auf dieselbe Weise noch sechsmal mit deionisiertem Wasser gespult.
Alle niedermolekularen Zellbestandteile und insbesondere nicht eingebautes
*H-Thymidin werden auf diese Weise abgetrennt. Die Membran wird bei 80 °C
fur mindestens 30 Min. getrocknet. AnschlieRend wird darauf in einer Plastik-
halle eine Szintilationswachsplatte verschmolzen. Das Szintilationswachs dient
dazu, die sehr schwache B-Strahlung des Tritiums in mel3bare Lichtblitze um-
zuwandeln. Diese werden dann in einem Szintilationszahler erfaft. Die Daten
wurde mit Hilfe von Microsoft Excel verarbeitet und aus mehreren Versuchsan-
satzen die Standardabweichungen berechnet. Die ICso-Werte wurden graphisch
aus den Diagrammen bestimmt. Sie reprasentieren die Konzentration der jewei-
ligen Verbindung, bei der die DNA-Syntheserate 50 % der unbehandelten
Vergleichsprobe (= 100 %) entspricht.

4 Bestimmung des Platingehalts in Zellen und an DNA

41 Vorbereitung der Zellen fur die Platinbestimmung

Die Zellen (5 x 10* /ml) wurden analog der Cytotoxizitatstests fiir 48 h bei 5 %
CO, mit 0,1; 1,0 und 10 uM der verschiedenen Platinverbindungen inkubiert. Im
Unterschied zu den Cytotoxizitatstets wurden die Ansatze lediglich auf 50 mi
vergrofRert und in 150 mI-Gewebekulturflaschen gefillt. Die Testansatze wurden
nach 48 h in 50 ml-Falconréhrchen Uberfuhrt und davon je ein 90 pl-Aliquot
entnommen. Damit wurde die Zellzahl und die Vitalitat durch Doppelbestim-
mungen in einer Neubauer-Kammer (vgl. Kapitel 2.4, S. 39) ermittelt. Die ubri-
gen Zellen wurden far 10 min. bei 1100 Upm und 4 °C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde vollstandig abgesaugt und die Zellen auf Eis zum Waschen in
10 ml PBS grundlich resuspendiert. Dann wurden sie erneut fur 10 min. bei
1100 Upm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder abgesaugt
und die Zellen in 15 ml PBS resuspendiert. Davon wurden 5 ml fur die Platinbe-
stimmung in Zellen entnommen. Die verbleibenden 10 ml wurden fur die Be-

stimmung des Platinierungsgrades der DNA verwendet (Kapitel 4.2). Fur die
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Platinbestimmung muf} das vorhandene organische Material mit HNO3 hydroli-
siert und oxidiert werden. Daftr wurde zu 8,35 ml H,O 1,0 ml Zellsuspension in
PBS und 650 pl rauchende Salpetersaure gegeben. Das heildt, der Gehalt an
Salpetersaure fur die Platinbestimmung war 6,5 %, die Proben wurden 1 : 10
verdunnt. Die Konzentration an Platin in diesen Proben wurde mit ICP-MS
gemessen (Kapitel 4.3, S. 45).

4.2 Vorbereitung der zellularen DNA fiir die Platinbestimmung

Die nach der Inkubationszeit isolierten und vom Medium gewaschenen Zellen
waren in 15ml PBS aufgenommen und daraus waren 5 ml fur die

Platinbestimmung in den Zellen entnommen worden (Kapitel 4.1, S. 42).

Zu den verbliebenen 10 ml Zellsuspension kamen 10 ml Lysepuffer und 10 pl
20 mg/ml Proteinase K in Proteinase K-Puffer (Endkonzentration 10 pg/ml). Die
Proteinase K wirkte Uber Nacht bei 50 °C.

Lysepuffer:
1 % Sacrosyl
75 mM Tris/HCI pH 8,0
25 mM EDTA
1 mM EGTA

Proteinase K Puffer:

100 mM Tris/HCI pH 7,5
5 mM EDTA
5 mM EGTA

Zu den 20 ml der lysierten Zellen wurden das gleiche Volumen Phenol (mit TE
auf pH 7,5 bis 8,0 aquilibriert) gegeben. Die zwei Phasen wurden auf einem
REAX vorsichtig und grundlich durch zehnminitiges Umschwenken vermischt.
Danach wurden die Phasen durch Zentrifugation flr 10 Min. bei 4500 Upm und
Raumtemperatur getrennt. Die obere walirige Phase wurde vorsichtig mit einer
Pipette abgenommen und in ein neues Falconréhrchen uberfuhrt. Die weil’liche
Interphase wurde dabei zurtckgelassen. Diese Phenolisierungsprozedur wurde
mit 10 ml Phenol und zusatzlich 10 ml eines Gemisches aus Chloroform und
Isoamylalkohol im Verhaltnis 24 zu 1 wiederholt. Die walirige Phase wurde
noch zweimal mit Chloroform/Isoamylalkohol (24 zu 1) extrahiert. AnschlieRend

wurden 10 ml Diethylether zu der waldrigen Phase gegeben. Erneut wurden die
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Phasen gemischt und durch Zentrifugation getrennt. Die obere Etherphase
wurde abgenommen und verworfen. Der restliche Ether dampfte Uber 6 h - 24 h

bis zum Verschwinden des Ethergeruchs bei Raumtemperatur ab.

Zur Entfernung kontaminierender RNA wurden die 20 ml der DNA-Praparatio-
nen jeweils mit 20 pl [10 mg/ml] RNase A Lésung von Quiagen bei 37 °C Uber
Nacht inkubiert. Davon wurde ein Aliquot in einem 1 %igen Agarosegel aufge-
trennt und der Abbau der RNA kontrolliert. AnschlielRend wurden niedermole-
kularer Stoffe, vor allem ungebundener Platinkomplexe und der RNA-Abbau-
produkte, die evtl. auch platiniert worden waren, durch Dialyse entfernt. Dazu
wurde ein Dialyseschlauch in ca. 50 cm lange Stlucke geschnitten und in 10 mM
EDTA (pH 7,5) 30 Min. gekocht. Danach wurden die Schlauche zweimal grund-
lich mit deionisiertem Wasser gewaschen. Diese Prozedur war noétig, da kom-
merzielle Dialyseschlauche meist mit Schwermetallen, Proteasen und Nuklea-
sen kontaminiert sind.” Die so gereinigten Dialyseschlauche wurden in deioni-
siertem Wasser bei 4 °C aufbewahrt. Von diesen Dialyseschlauchen wurden
etwa 5 cm abgeschnitten und vorsichtig auf einen gedffneten Falcon mit der
DNA-Praparation gelegt. Dieses Stick Dialyseschlauch wurde vorsichtig mit
einem Deckel fixiert, in dessen Oberseite ein grol3es Loch geschnitten worden
war. Der Falcon wurde vorsichtig auf den Kopf gestellt, um die Dichtigkeit zu
prufen. Nachdem alle Falcons so prapariert worden waren, wurden sie in ein
Stuck Styropor gesteckt, das Locher aufweist die genau den AufRendurch-
messer eines 50 ml-Falconrorchen haben. Mit dem Deckel und der Dialyse-
membran nach unten wurden die Falcons in dem Styropor in ein Becherglas mit
0,1 x TE vorsichtig in die Flussigkeit eingetaucht. Dabei wurde darauf geachtet,
dal} sich zwischen der Membran und der Flussigkeit im Becherglas keine Luft-
blasen bilden, da diese die Dialyse beeintrachtigen. Die Flussigkeit im Becher-
glas wurde vorsichtig geruhrt und die Proben so Uber Nacht dialysiert. Am
nachsten Tag wurde die Dialyseflissigkeit ausgetauscht und noch einmal fur
6 h dialysiert. Von diesen DNA-Proben wurden je 100 pl entnommen und in ei-
nem Photometer Uber die optische Dichte automatisch die DNA-Konzentration
bestimmt. Fur die Platinbestimmung wurden zu 4,5 ml der DNA-Praparation
175 pl H,O und 325 pl rauchende Salpetersaure zugegeben. Das heil3t, der
Gehalt an Salpetersaure fur die Platinbestimmung war 6,5 %. Die Konzentration
an Platin in diesen Proben wurde mit ICP-MS gemessen (Kapitel 4.3, S. 45).
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Als Vergleichsparamter fur den Platinierungsgrad von DNA dient der rg-Wert.
Dieser gibt das Verhaltnis von Platinatomen zu Nukleotiden an. Aus den
ermittelten Konzentrationen kann der rg-Wertfolgendermallen berechnet
werden:

Platinmassenkonzentration [g/l]

M(Pt) [g/mol|
DNA — Massenkonzentration [g/ IJ

o M(Nukleotide) [g/mol]

Iy —

Die Platinkonzentration berechnet sich aus dem Quotienten der Massenkon-
zentration und der Molmasse von Platin [195,08 g/mol]. Analog ergibt sich die
Konzentration der Nukleotide aus dem Quotienten aus der Massenkonzentra-
tion der DNA und der durchschnittlichen Molmasse der vier Nukleotide von
330 g/mol. Das Verhaltnis der Konzentrationen entspricht dem molaren Ver-

haltnis und ist somit der rg-Wert.
4.3 Die ICP-MS-Methode zur Platinbestimmung

Das Prinzip dieser Methode!” besteht darin, daR die Probe in einem Plasma
atomisiert und ionisiert wird und diese lonen dann in einem Massenspektrome-
ter quantitativ erfal3t werden. In Abb. 15 ist die Vorbereitung der Probe fur die
Auftrennung im Massenspektrometer schematisch dargestellt. Die platinhaltige
Ldsung wird in einem Argon/Wasserstoffgemisch fein zerstaubt und in einem
Argonstrom in das Plasma geleitet, wo die Teilchen bei 10000 K atomisiert und

ionisiert werden.

Probe e .\_
Zerstauber Plasma

ﬂ elektromagnetisches
Ar/H, Feld

Abb. 15: Schematisch vereinfachte Darstellung der lonisation der Probe. Die Lésung wird
zuerst mit einem Argon/Wasserstoffgemisch zerstaubt. Im Argonplasma, das durch
ein elektromagnetische Feld induziert wird, werden die Teilchen bei 10000 K ato-
misiert und ionisiert.
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Die lonen werden dann in einem Massenspektrometer (Abb. 16) aufgetrennt.

quadrupol Feld lonen-

(Massenfilter) kollektor
elektrostatische

Linsen

strahl

Abb. 16: Schematische Darstellung der Auftrennung der lonen im Quadrupol Massenspek-
trometer. Der lonenstrahl wird zuerst Uber eine Reihe von elektrostatischen Linsen
fokusiert. Im Quadrupolfeld werden die lonen nach ihrer Masse und ihrer Ladung
aufgetrennt. Dabei gelangt nur eine lonenspezies zum lonenkollektor, wo sie
quantitativ erfaf3t wird.

Dabei wird der lonenstrahl zuerst Uber eine Reihe von elektrostatischen Linsen

fokusiert und Photonen, die vom lonendetektor auch erfal’t wirden, herausge-

filtert. Daran schlief3t sich ein Quadrupol-Feld an. Es besteht aus zwei Paaren
von Stabelektroden, die quadratisch angeordnet sind. Ein elektromagnetisches

Feld mit entgegengesetzter Phase und eine feste Spannung mit unterschiedli-

cher Polaritat wird an jedes Elektrodenpaar angelegt. Diese Anordnung erzeugt

ein elektrisches Feld senkrecht zu den Elektroden, also senkrecht zur

Bewegungsrichtung der lonen. Durch eine geringe Spannung werden die lonen

in dieses Feld hinein beschleunigt. Dabei unterscheidet sich die kinetische

Energie der lonen aufgrund verschiedener Ladung bzw. Masse. Nur eine

lonensorte mit entsprechender Masse und Ladung gelangt auf einer stabilen

Flugbahn bis zum lonendetektor. Alle anderen lonen werden abgelenkt, Uber

die Stabelektronen entladen und somit herausselektiert. Die eine lonensorte

kann so quantitativ erfal’t werden und Uber die eingesetzte Lésungsmenge die

Konzentration berechnet werden. Um Schwankungen wahrend der Messung

detektieren zu konnen, wird Iridium als interner Standard zugesetzt und nach

jeweils zehn Messungen eine Probe mit bekanntem Platingehalt gemessen. Die

Messungen wurden freundlicherweise von Dr. S. Lustig an zwei verschiedenen

Geraten am GSF — Forschungszentrum fur Umwelt und Gesundheit in der

Abteilung von Prof. P. Schramel durchgefuhrt. Dabei handelte es sich zum

einen um einen ICP-mass spectrometer ELAN 5000 (PERKIN-ELMER-SCIEX)

und zum anderen um ein ICP-double-focusing-magnetic-sector-MS (ELEMENT;
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FINNIGAN MAT; Bremen). Letzteres unterscheidet sich von Quadrupol-Geraten
darin, dal} die lonen anstatt ein elektromagnetisches Feld mit vier Elektroden
nacheinander ein magnetisches und dann ein elektrisches Feld, oder
umgekehrt passieren. Die lonen gelangen dabei durch einen Spalt in ein
magnetisches Feld, werden dann im elektrischen Feld abgelenkt und mussen
anschliel3end einen zweiten Spalt passieren. Dadurch werden neben der Masse
und der Ladung auch die Bewegungsrichtung der lonen, also der Winkel mit
dem sie eintreffen, selektiert. Diese Anordnung hat den Vorteil, dal

polyatomare Interferenzen vom Analysensignal separiert werden.
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5 Untersuchung der Kinetik der DNA-Sekundarstruktur-

veranderungen

FUr die Untersuchungen von DNA-Sekundarstrukturveranderungen wurden je
15 pmol pBluescript”Il KS Plasmid (2961 bp) in 480 pl TE-Pufferlésung mit
60 UM der jeweiligen Platinverbindung bei 37 °C inkubiert. Flr jeden Zeitpunkt
(10 Min. bis 72 h) wurden 40 pl des Reaktionsgemisches entnommen und die
Platinierungsreaktion durch Zugabe desselben Volumens einer 0.5 M NaCl
Ldsung gestoppt. Salz und nicht gebundene Platinkomplexe wurden an-
schlieRend uber eine Gelfiltrationssaule (Nick-Column, Pharmacia), die mit
0,1 x TE aquilibriert worden war, abgetrennt. Die platinierte DNA befand sich
darauf hin in 400 pl 0,1 x TE. Davon wurden 160 pl [= 1 pg] in einem Vakuum-
rotationsverdampfer bis auf 10 pl eingeengt und mit 3 ul 5 x Bluejuice-Auftrags-
puffer versetzt. Die Proben wurden in einem 1 %igen Agarosegel ohne Ethidi-
umbromid mit 1 x TBE-Puffer als Laufpuffer bei einer Spannung von 3 - 4 V/cm
uber Nacht elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde in einer Lésung von
0,02 % Ethidiumbromid in 1 x TBE-Puffer fur 15 Min. eingefarbt. Zur Dokumen-
tation wurde das Gel unter UV-Bestrahlung (A = 360 nm) in einem Transillumi-

nator mit dem Eagle-Eye-System der Firma Amersham fotografiert.
5.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese.

Ein Aliquot von 2,5 pmol des pBluescript”Il KS Plasmids (2961 bp), das, wie
oben beschrieben, mit 60 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8) fur eine Stunde behandelt
und anschliefend gereinigt worden ist, wurde durch das Restriktionsenzym
Hind Il linearisiert. Davon wurden 0,35 pmol einmal als Kontrolle allein und
zusatzlich fur die zweidimensionale Elektrophorese mit 0,7 ug eines 1 kB-Mark-
ers vermischt auf ein 0,4 %iges Agarosegel aufgetragen, mit 1 x TBE uber-
schichtet und bei Raumtemperatur mit einer Spannung von 0,45 V/cm Uber
Nacht aufgetrennt. Als weitere Referenzen diente der Langenmarker allein,
0,35 pmol des Plasmids ohne Platinierung und ohne bzw. nach einem Restrik-
tionsverdau mit Hind Ill. Das Gel wurde in einer Losung von 0,3 pg/ml Ethidi-

umbromid in 1 x TBE-Puffer fur 15 Min. eingefarbt. Zur Dokumentation wurde
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das Gel unter UV-Bestrahlung (A = 360 nm) in einem Transilluminator mit dem
Eagle-Eye-System der Firma Amersham fotografiert. Die Spur in der die plati-
nierte DNA zusammen mit dem Langenmarker aufgetrennt worden ist wurde
ausgeschnitten und in ein 1,2 %iges Agarosegel mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid
eingegossen. Senkrecht zur Auftrennung in der ersten Dimension wurde dann
eine Spannung von 5 V/cm angelegt und die DNA flr ungefahr zwei Stunden
bei 4°C aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel unter UV-Bestrahlung (A =
360 nm) in einem Transilluminator mit dem Eagle-Eye-System der Firma

Amersham fotografiert.

6 Bestimmung der Interstrangverknupfungen

Ein pBluescript”Il KS plasmid (2961 bp) wurde mit dem Restriktionsenzym
Hind Il verdaut und das linearisierte Plasmid durch Auffiillen mit a**P-dATP
durch Klenow Polymerase markiert. Dabei wurden 0,9 pmol des linearisierten
Plasmids in Klenow Puffer und 40 uyM dCTP, dGTP, dTTP und 15 pCi (0,33 pM)
a*?P-dATP mit 1,5 U Klenow Polymerase in einem Gesamtvolumen von 15 pl
fur 15 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15 mM
EDTA und Erhitzen auf 75°C fur 10 Min. gestoppt. Anschlielend wurde die
markierte DNA uUber eine Gelfiltrationssaule (Nick-Column, Pharmacia), die mit
0,1 x TE aquilibriert worden war, gereinigt. Von dieser markierten DNA wurden
67.5 fmol in 240 pl 0.1 x TE Puffer mit 1 uM bzw. 10 uM der jeweiligen Platin-
verbindung bei 37 °C behandelt. Fiur jeden Zeitpunkt (1 Min. bis 72 h) wurden
30 pl des Reaktionsgemisches enthommen und die Platinierungsreaktion durch
Zugabe desselben Volumens einer 0.5 M NaCl Lésung gestoppt. Salz und nicht
gebundene Platinkomplexe wurden anschlieRend Uber eine Gelfiltrationssaule
(Nick-Column, Pharmacia), die mit 0,1 x TE aquilibriert worden war, abgetrennt.
Die Halfte der platinierten DNA wurden in einem Vakuumrotationsverdampfer

eingeengt und in 10 yl 1 x Bromcresolgrin-Auftragspuffer aufgenommen.

Bromcresolgrun-Auftragspuffer:

25 % Ficoll 400
50 mM NaCl
2 mM EDTA

0,025 % Bromcresolgrin
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Die Proben wurden in einem 0,7 %igen alkalischen Agarosegel mit 30 mM
NaOH und 2 mM EDTA als Laufpuffer bei einer Spannung von 1 V/cm Uber
Nacht aufgetrennt. Anschlieend wurde das Gel in einem Tris/Borat/EDTA
Puffer, in dem 0.2 mg/l Ethidiumbromid enthalten waren, mit HCI neutralisiert.
Das gefarbte Gel wurde unter UV-Bestrahlung (A = 360 nm) in einem Transillu-
minator mit dem Eagle-Eye-System der Firma Amersham fotografiert. Das Gel
wurde dann in einer Losung aus 7 % Essigsaure und 4 % Glycerin fixiert und
auf einem Vakuumtrockner getrocknet. Die radioaktiv markierte DNA wurde

durch Autoradiographie detektiert.

7 In vitro DNA-Reparatursynthesetest

71 Praparation des Ganzzellextrakts nach Manley®®

Hela-S3-Suspensionszellen wurden bis zu einer Zelldichte von ca 10° Zellen
pro ml herangezogen und die Zellzahl, wie oben (Kapitel 2.4, Seite 39) be-
schrieben, bestimmt. Ein Liter der Zellsuspension wurde fur 10 Min. bei
1100 Upm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen auf Eis in je 50 ml PBS mit MgCl, resupendiert. Diese Zellsuspension
wurde wieder fir 10 Min. bei 1100 Upm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die Zellen auf Eis in je 20 ml PBS mit MgCl, resupendiert und
in einem 50-ml-Falkonrérchen vereinigt. Die Zellen wurden nochmals fur
10 Min. bei 1100 Upm und 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und
das Zellvolumen von ~ 3 ml abgelesen. Dazu wurde das vierfache Zellvolumen,

also 12 ml, eiskalter hypotonischer Puffer zugegeben.

hypotonischer Puffer:

10 mM Tris-HCI pH 7,8
1T mM EDTA
5 mM Dithiothreit

1 Tablette completeTM,

Mini Protease Inhibitor Cocktail fur 10 ml
(Boehringer Mannheim)
0,73 uM Pepstatin
Nach 20 Min. wurde die Zellldsung in einen Dounce Homogenisator umgefullt
und mit ca. 10 StoRen eines B-Pistill die Zellen lysiert. Die Vollstandigkeit der
Lyse wurde in einem Hamocytometer unter dem Mikroskop kontrolliert. Zu den
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lysierten Zellen wurde das vierfache Zellvolumen an Glycerin/Saccharose-
l6sung zugegeben und solange vorsichtig gerlhrt, bis sich eine Suspension
gebildet hat.

Glycerin/Saccharoseldsung:

50 mM Tris-HCl pH 7,8
10 mM MgCl,
2 mM Dithiothreit
25 % Saccharose (Sucrose)
50 % (Vol/Vol) Glycerin
1 Tablette completeTM,

Mini Protease Inhibitor Cocktail fur 10 mi
(Boehringer Mannheim)
0,73 uM Pepstatin

Dannach wurde auf Eis und unter standigem Ruhren ein Zellvolumen, 3 ml, ge-
sattigter, neutralisierter (NH4),SO4-LOsung zugetropft, wodurch das Gemisch
extrem viskos wurde, und weitere 20 Min. vorsichtig gerthrt. AnschlielRend
wurde das Zelllysat in einer Beckmann LZ Ultrazentrifuge, Rotor SW 50.1, bei
45000 Upm und 4 °C firr 3 h zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Pellet verworfen. Zu dem Uberstand wurden 0,33 g festes (NH4)2SO,
pro ml Uberstand gegeben und bis zum Ldsen des Salzes geriihrt. Nach Zu-
gabe von 10 ul 1 M NaOH pro 1 g (NH4)>SO4 wurde weitere 30 Min. auf Eis
geruhrt und die Proben anschlie3end in einer Sorvall RC50 Zentrifuge, Rotor
SS34, bei 15000 Upm (25000 - g) und 2 °C fiir 20 Min. zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde in einem

Zehntel des Uberstandsvolumens, 2 ml, eiskaltem Dialysepuffer aufgenommen.

Dialysepuffer:
25 mM HEPPES/KOH pH 7.9
01 M KCI
12 mM MgCl,
2 mM Dithiothreit
17 % (Vol/Vol) Glycerin
1 Tablette completeTM,
Mini Protease Inhibitor Cocktail fur 10 ml
(Boehringer Mannheim)
0,73 uM Pepstatin

AnschlieRend wurde diese Losung Uber Nacht bei 4° C gegen 10 Volumen,

30 ml des gleichen Puffers dialysiert. Die Losung wurde bei 10000 - gund 4 °C
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fur 10 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Mutipette (einstellbare
Kolbenhubpipette flr Seriendosierungen) abgenommen und die Proteinlésung
schnell in 25 pl Aliquots in flissigen Stickstoff eingetropft. Die gefrorenen
Portionen der Proteinldsung wurden mit einem Plastiksieb herausgefischt,
sofort in Eppendorftubes auf Trockeneis gefullt und dann bei -80°C
aufbewabhrt.

7.2 Praparation des Kernextrakts nach Dignam®'

HelLa-S3-Zellen wurden in 800 ml Medium bis zu einer Zelldichte von ca. 10°
Zellen/ml herangezogen und die Zellsuspension bei 1100 Upm und 4 °C flr
10 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und verworfen. Das
Pellet wurde in 80 ml eiskaltem PBS mit MgCl, resupendiert und die Zellen bei
1100 Upm und 4 °C fiir 10 Min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen, das Pellet in 20 ml eiskaltem PBS mit MgCl, resupendiert und die
Zellen nochmals bei 1100 Upm und 4 °C fir 10 Min abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abgegossen und verworfen und das Zellvolumen von ~ 1 ml ab-

gelesen.

Fir die Zelllyse wurden die Zellen in 5 ml (5-faches Zellvolumen) Puffer FA1.0
mit 0,5 % Nonidet P40 resuspendiert und 10 Min. auf Eis gestellt.

Puffer FA1.0 mit 0,5 % Nonidet P40:

25 mM HEPPES/KOH pH 7.9
0,1 M NaCl
1T mM Dithiothreit
05 % Nonidet P40
1 Tablette completeTM,

Mini Protease Inhibitor Cocktail fur 10 ml
(Boehringer Mannheim)
0,73 uM Pepstatin

AnschlieRend wurde die Vollstandigkeit der Lyse in einem Hamocytometer un-
ter dem Mikroskop kontrolliert. Die Zellkerne wurden dann in einer Rottanta
Zentrifuge bei 3000 Upm und 4 °C fiir 10 Min. abzentrifugiert. Der Uberstand,
der aus der Cytoplasmafraktion bestand, wurde vorsichtig abgenommen und
verworfen. Die Zellkerne wurden in 4,5 ml Puffer FA1.0 ohne Nonidet P40 re-
suspendiert und erneut abzentrifugiert (3000 Upm, 4 °C, 10 Min.). Dieser
Waschschritt mit Puffer FA1.0 wurde noch zweimal wiederholt und der Uber-

stand jeweils verworfen.
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Die Zellkerne wurden dann in 2 ml Puffer FA4.0 (analog FA1.0 aber mit 0,4 M
NaCl) resuspendiert, die I8slichen Kernbestandteile fir 2 h auf dem Uber-
kopfschuttler extrahiert und anschlieBend in einer Rottanta Zentrifuge bei
3000 Upm und 4 °C far 10 Min. abzentrifugiert. Die Extraktion wurde zweimal
wiederholt und die abgenommenen Ubersténde vereinigt. Der Kernextrakt wur-
den Uber Nacht gegen 60 ml Dialysepuffer (10-faches Volumen des Rohex-

trakts) dialysiert wobei der Puffer einmal gewechselt wurde.

Dialysepuffer:
25 mM HEPPES/KOH pH 7.9
01 M KCI
12 mM MgCl,
2 mM Dithiothreit
17 % (Vol/Vol) Glycerin
1 Tablette completeTM,
Mini Protease Inhibitor Cocktail fur 10 ml
(Boehringer Mannheim)
0,73 uM Pepstatin

Die Losung wurde nochmals bei 15000 Upm und 4 °C fur 10 Min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit einer Mutipette (einstellbare Kolbenhubpipette fiir Se-
riendosierungen) abgenommen und die Proteinlésung schnell in 25 pl Aliquots
in flussigen Stickstoff eingetropft. Die gefrorenen Portionen der Proteinlésung
wurden mit einem Plastiksieb abgeschopft, sofort in Eppendorftubes auf

Trockeneis gefullt und dann bei - 80 °C aufbewahrt.
7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Proteingehalt der Zellextrakte wurde nach der Methode von Bradford®® mit
dem Protein Assay von Bio-Rad bestimmt. Fur die Eichgerade wurde ein BSA-
Standard mit einer Konzentration von 1 pg/pl bis zu 50 ng/ul verdinnt. Von die-
sen Standardlosungen wurden jeweils 20 pl mit 1 ml Coomassie-Brillant-Blau
gemischt und nach 5 Min. die Absorption bei 595 nm bestimmt. Die Absorption
wurde gegen die bekannte Proteinkonzentration aufgetragen und so eine
Eichgerade erstellt. Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die
Extrakte in Zehnerschritten bis zu einer Verdinnung von 1:1000 verdinnt. Zu
20 pl des Dialysepuffers bzw. der verschiedenen Verdinnungen der Extrakte

wurden 1 ml Commassie-Brillant-Blau gegeben, die Lésungen gut gemischt und
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nach 5 Min. die Absorption bei 595 nm bestimmt. Anhand der BSA-Eichgerade

wurden die Proteinkonzentration bestimmit.
7.4 DNA-Reparatursynthesetest

FUr die DNA-Reparatursynthesetests wurden pro Ansatz 1 pg pBluescript”1l KS
Plasmid (2961 bp), Plasmid Il, entweder durch Bestrahlung mit UV-Licht
(254 nm) oder durch Inkubation mit Platinkomplexen, geschéadigt. UberschiiRige
Platinkomplexe wurden Uber eine Gelfiltrationssaule (Nick-Column, Pharmacia),
die mit 0,1 x TE aquilibriert worden war, abgetrennt und die platinierte DNA in
einem  Vakuumrotationsverdampfer eingeengt. Zusammen mit dem
ungeschadigten Kontrollplasmid pBCRIIIl, Plasmid | (4 kB), wurde das gescha-
digte Plasmid mit den angegebenen Mengen, in der Regel 10 ug, an Ganz-
zellxtrakt in einem Volumen von 50 pl unter Reparaturbedingungen bei 30 °C
fur 8 h, oder bei kinetischen Untersuchungen fur die angegebenen Zeiten, inku-
biert.

Reparaturbedingungen:

45 mM HEPPES/KOH pH 7.9
60 mM KCI
7,4 mM MgCl,
0,9 mM Dithiothreit
je 20 puM dCTP, dGTP, dTTP
5 UCi a*?P-dATP (33 nM)
2 mM ATP
40 mM Phosphocreatin
50 fgl/l Kreatine Phosphokinase Typ |
3,4% (Vol/Vol) Glycerin
36 fgl/l Rinderserumalbumin

Die Reaktion wurde durch 20 mM EDTA gestoppt. Die im Zellextrakt evtl. vor-
handene RNA wurde durch eine zehnminitige Behandlung mit 80 fg/l RNase A
bei 37 °C abgebaut, anschliefend die Proteine durch 0,4 % Natriumdodecyl-
sulfat denaturiert und fur 30 Min. bei 37 °C mit 0,2 pg/l Proteinase K proteoly-
siert. Die platinbehandelten Proben wurden, wenn es ndtig war, noch Uber
Nacht bei 45°C mit 250 mM NaCN deplatiniert. Die DNA wurde Uber

k™ Spin Columns (Quiagen) gereinigt, in einem Vakuumrotationsver-

Qiaquic
dampfer eingeengt und in Bluejuice-Auftragspuffer aufgenommen. Die Proben
wurden in einem 1 %igen Agarosegel ohne bzw. mit 40 pg/l Ethidiumbromid mit

1 x TBE-Puffer als Laufpuffer bei einer Spannung von 2 - 3 V/cm uber Nacht
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elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde in einer Losung von 0,02 % Ethi-
diumbromid in 1 x TBE-Puffer fir 15 Min. eingefarbt. Zur Dokumentation wurde
das Gel unter UV-Bestrahlung (A = 360 nm) in einem Transilluminator mit dem
Eagle-Eye-System der Firma Amersham fotografiert. Das Gel wurde dann in
einer Losung aus 7 % Essigsaure und 4 % Glycerin fixiert und auf einem Va-
kuumtrockner getrocknet. Die radioaktiv markierte DNA wurde anschlieRend
durch Autoradiographie detektiert.

8 DNA-Proteinquervernetzungen

8.1 Herstellung und Isolierung des DNA-Fragments

Das Plasmid P5 wurde unter Standarbedinungen in EcoPol-Puffer von NEB
gleichzeitig mit den Restriktionsenzymen EcoR | und Pvu Il bei 37 °C Uber
Nacht geschnitten. Dabei entstehen drei Fragmente der Lange 2514 Bp, 352Bp
und 177 Bp die in einer 2 %igen Agarosegelelektrophorese mit 1 x TBE als
Laufpuffer Uber Nacht bei 3 — 4 V/cm aufgetrennt wurden. Das Gel wurde in
einer Losung von 0,02 % Ethidiumbromid in 1 x TBE-Puffer fur 15 Min. einge-
farbt und unter UV-Bestrahlung (A = 360 nm) das 177 Bp grolde Fragment aus-
geschnitten. Das isolierte Gelstick wurde gewogen und in dem dreifachen Vo-
lumen (100 ul je 100 mg Gel) an Puffer QG (Quiagen) aufgenommen. Durch
zehnminutiges Erwarmen auf 50 °C wurde das Gel aufgeldst und ein Gelvolu-
men Isopropanol zugegeben. Die DNA wurde dann nach den Herstelleranga-
ben (iber QIAquick™ Spin Columns (Quiagen) gereinigt. Die DNA wurde mit
0,1 x TE eluiert und die DNA-Konzentration Uber die optische Dichte bei 260 nm

bestimmt.
8.2 Bestimmung der DNA-Proteinquervernetzungen

Das isolierte Plasmidfragment wurde durch Auffiillen mit a**P-dATP durch
Klenow Polymerase markiert. Dabei wurde 1 pmol des 177 Bp langen Frag-
ments in Klenow Puffer und 30 uM dCTP, dGTP, dTTP und 30 pCi (0,33 uM)
a*?P-dATP mit 0,6 U Klenow Polymerase in einem Gesamtvolumen von 29 pl
fur 15 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch 20 mM
EDTA und Erhitzen auf 75°C fur 10 Min. gestoppt. Anschlielend wurde die
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markierte DNA Uber eine Gelfiltrationssaule (G25-Spin Column, Pharmacia)
gereinigt. Von dieser markierten DNA wurden 0,13 pmol in 21 pl 0.1 x TE Puffer
mit 1 uM, 5 uM bzw. 25 uM der jeweiligen Platinverbindung bei 37 °C behan-
delt. Nach zehn Minuten bzw. fir 100 uM Cisplatin [H20] (1) und Anilin-
4H-isochinolinplatin(ll) (16) nach zehn Minuten, einer Stunde und 20 h wurden
die Platinierungsreaktion durch 0.4 M NaCl gestoppt. Salz und nicht gebundene
Platinkomplexe wurden anschlieend Uber eine Gelfiltrationssaule (Nick-Co-
lumn, Pharmacia), die mit 0,1 x TE aquilibriert worden war, abgetrennt. Von
dem platinierten DNA-Fragment bzw. dem unbehandelten Kontrollfragment
wurden jeweils 0,05 pmol mit 10 ug Ganzzellextrakt in einem Volumen von
50 ul unter Reparaturbedingungen (vgl. Kapitel 7.4, Seite 54) bei 30 °C flr 1 h
inkubiert. Je 1,5 fmol der Proben wurden mit einem funftel des Volumens
funffach konzentrierten Auftragspuffers versetzt und entweder direkt auf das
Acrylamidgel aufgetragen oder bei —20 °C eingefroren. Fur die native Gel-
elektrophorese wurde ein nativer Auftragspuffer verwendet, fir das denaturie-
rende Acrylamidgel wurden die Proben in Bluejuice-Auftragspuffer aufgenom-
men und fur finf Minuten bei 95 °C denaturiert.

Nativer Auftragspuffer:
5 % Glycerin
0,1 % BPB (Bromphenolblau)

Das 4 %-ige Acrylamidgel hatte einen Quervernetzungsgrad von 30:0,8
(Acrylamid : Bisacrylamid) und TBE-Puffer, dem fur die denaturierende
Gelelektrophorese zusatzlich 0,1 % SDS zugegeben wurden. Die Proben
wurden fur 2 h bei 10 bis 15 V/icm elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel
anschlieend in einer Lésung aus 7 % Essigsaure und 4 % Glycerin fixiert und
auf einem Vakuumtrockner getrocknet. Die radioaktiv markierte DNA wurde

nach dem Trocknen durch Autoradiographie detektiert.
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Ergebnisse

1 Veranderungen der Liganden haben groRBen EinfluR auf
die Cytotoxizitat.

Um die Wirkung der verschiedenen Platinkomplexe auf Krebszellen zu verglei-
chen, wurden Maus-Leukamie-Lymphozyten der Linie L1210 mit steigenden
Konzentrationen der zu untersuchenden Verbindungen inkubiert und die indu-
zierte Abnahme des Zellwachstums bestimmt. Anfangs wurde die Zellzahl in
einem Neubauer Hamozytometer bestimmt. Da dies fur Routineuntersuchungen
allerdings zu aufwandig ist, verwendeten wir fur einige Verbindungen einen co-
lorimeterischen Test. Als zweiter Indikator fur die Wirkung einiger Verbindungen
auf Zellen diente die Messung der DNA-Syntheseaktivitat (DNA-Replikation).
Dazu wurden die Zellen wahrend eines Cytotoxizitatstests zusatzlich mit
3H-Thymidin inkubiert und die Einbaurate durch Messung der Radioaktivitat der
genomischen DNA bestimmt. Als ein Mal} fur die cytotoxische Wirkung wird die
Konzentration der Platin-Verbindung angegeben, bei der die Zellzahl bzw. die
DNA-Syntheserate auf 50 % einer Vergleichsprobe ohne diese Verbindung
absinkt (ICsp). Zur Ermittlung der ICso-Werte wurden mindestens zwei unabhan-

gige Doppelbestimmungen durchgefuhrt.
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11 Die Cytotoxizitat der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindun-
gen (11), (12), (13) und (14) ist indirekt proportional zur Lange der
verbindenden Alkylkette.

Da sich die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe [(11), (12), (13) und (14)]
nur in der Lange der verbindenden Alkylkette unterscheiden, konnte der Einfluf
des Abstands der beiden Platinspharen auf die Cytotoxizitat untersucht werden.
Abb. 17 zeigt die Zellzahl in Abhangigkeit von der Konzentration der Platin-

komplexe.
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Konzentration der Platinkomplexe [uM]
Abb. 17: Graphische Darstellung der relativen Zellzahl, bezogen auf unbehandelte Zellen, in

Abhangigkeit von der Konzentrationen der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbin-
dungen [(11), (12), (13), (14)] mit Ladngen der Alkylkette von n=6, 8, 10 und 12.
Die cytotoxische Wirkung dieser Verbindungsklasse wurde kolorimetrisch be-
stimmt. Die x-Achse ist logarithmisch skaliert.
Es ist deutlich zu sehen, dass die Zellzahl bei einer Kettenlange von n = 6 prak-
tisch konstant bleibt, Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (11) also keine cytotoxi-
sche Wirkung zeigt (IC50 > 1000 uM). Mit zunehmender Lange [(12), (13) und
(14)] nimmt die Zellzahl jedoch bei immer geringer werdenden Konzentrationen
ab (ICsp = 369 M, 124 uM bzw. 42 uM). Keine dieser Verbindungen erreicht
allerdings das cytotoxische Potential von in Wasser geldstem Cisplatin (1) (ICso

= 6,9 pM).
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1.2 Die Cytotoxizitat von Nonylethylendiaminplatin(ll) (15) ist mit der
wirksamsten Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindung ver-

gleichbar.

Eine wichtige Frage fur die Alkylethylendiaminkomplexe ist, inwieweit die Ver-
knipfung zweier Platinspharen zur Cytotoxizitat beitragt. Nonylethylendiamin-
platin(ll) (15) ist strukturell analog zu den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Ver-
bindungen [(11), (12), (13) und (14)], hat aber nur an einem Ende der Alkylkette
eine cis-Dichlororethylendiaminplatin(ll)-Gruppe. Damit besteht die Moglichkeit,
den Einfluld der zweiten Platinsphare auf die cytotoxische Wirkung abzuschat-
zen. Die Entwicklung der Zellzahl mit zunehmender Nonylethylendiamin-

platin(ll)-Konzentration zeigt der Graph in Abb. 18.
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Abb. 18: Graphische Darstellung der relativen Zellzahl, bezogen auf unbehandelte Zellen, in

Abhangigkeit von der Konzentration von Nonylethylendiaminplatin(ll) (15). Die cy-
totoxische Wirkung dieser Verbindung wurde kolorimetrisch bestimmt. Die x-Achse
ist logarithmisch skaliert.
Der daraus bestimmte 1Csp-Wert von 43 uM ist vergleichbar mit dem ICso-Wert
fur die wirksamste der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe, Dodecyl-bis-
ethylendiaminplatin(ll) (14). Dies legt den Schlu® nahe, dass eine zweite Pla-

tinsphare die cytotoxische Wirkung nicht erhoht.
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1.3 Die starkste cytotoxische Wirkung weist Anilin-4H-isochinolin-
platin(ll) (16) auf.

Fir die Verbindungsklasse der 1-(2-Aminophenyl)isochinolinkomplexe stellt sich
die Frage, ob das Ligandensystem allein eine pharmakologische Wirkung be-
sitzt. Dewegen wurden auch der Ligand von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16)

getestet.

Da der Ligand aufgrund des fehlenden Ringschlusses jedoch flexibler als die

Platinverbindungen sind wurde auch ein Strukturanalogon (17) getestet.

HO
N CF3
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Abb. 19: Strukturanalogon (17) von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll)
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Abb. 20 zeigt die Zellzahl in Abhangigkeit von der Konzentration des Anilin-4H-
isochinolinliganden, dem Strukturanalogon (17), und Anilin-4H-isochinolin-p-
latin(Il) (16).
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Abb. 20: Graphische Darstellung der relativen Zellzahl, bezogen auf unbehandelte Zellen, in
Abhangigkeit von der Konzentrationen des Anilin-4H-isochinolinliganden, dem
Strukturanalogon (17) und Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16). Fir diese Verbindun-
gen wurde die Zellzahl mit Hilfe eines Neubauer Hamozytometers bestimmt. Die x-
Achse ist logarithmisch skaliert.

Die beiden Verbindungen ohne Platinmetall sind mit 1Csp-Werten von ca.
100 uM praktisch inaktiv. Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) dagegen ist mit
einem ICsp-Wert von 0,88 uM sogar cytotoxischer als Cisplatin [H20] (1).
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Fir den Liganden, das Strukturanalogon (17), und Anilin-4H-isochinolinplatin(Il)
(16) wurde auch die DNA-Syntheserate bestimmt (Abb. 21).
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Abb. 21: Graphische Darstellung der relativen DNA Syntheserate, bezogen auf unbehan-

delte Zellen, in Abhangigkeit von der Konzentrationen des Anilin-4H-isochinolin-
liganden, dem Strukturanalogon (17) und Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16). Die x-
Achse ist logarithmisch skaliert.

Der Vergleich von Abb. 20 auf Seite 61 mit Abb. 21 zeigt, dass die Graphen der

DNA-Synthese und der Zellzahlung sich jeweils entsprechen.

Alle ICsp-Werte sind in Tabelle 2, Seite 63, nach zunehmender Wirksamkeit zu-
sammengefasst. Die Orginaldaten fur Cisplatin [H2O] (1), Cisplatin [DMSOQO]
(1a), Bisamid-bisplatin(ll) (8), Monoamid-monoplatin(lV) (10) und Bisamid-bis-

183 bestimmt und werden

platin(IV) (9) wurden bereits wahrend der Diplomarbei
hier fir umfangreichere Vergleichsmdglichkeiten in die Tabelle mitaufgenom-

men.
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Verbindung Zellzahl DNA Syntheserate
[Lésungsmittel] ICso % SD [UM] ICs0 + SD [UM]

Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (11)* (n=6) > 1000 —
[DMSO]

Cisplatin (1a)* 389 + 22 —
[DMSO]

Cisplatin (1a) >100 >100
[DMSO]

Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12)* (n=8) 369 + 31 —
[DMSO]

Decyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (13)* (n=10) 124 + 12 —
[DMSO]

Bisamid-bisplatin(ll) (8) 105+ 6 109 + 15
[DMSO]

Nonylethylendiaminplatin(ll) (15)* (n=9) 43+ 4 —
[DMSO]

Nonylethylendiaminplatin(ll) (15) (n=9) 30+6 —
[DMSO]

Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14)* (n=12) 42 + 3 —
[DMSO]

Bisamid-bisplatin(IV) (9) 36+4 67 £ 12
[H20]

Monoamid-monoplatin(lV) (10) 24 + 2 31+ 4
[H20]

Cisplatin (1)* 6,9+0,3 —
[H20]

Cisplatin (1) 1,4 %0,2 1,7%0,2
[H20]

Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) 0,88 + 0,08 1,4+0,6
[DMSO]

Tabelle 2:  Ubersicht Uber die ICs,-Werte der Platinkomplexe. Die ICs;-Werte in der linken

Spalte wurde durch Zellzahlung oder mittels eines kolorimetrischen Tests® be-
stimmt. In der rechten Spalte sind ICs-Werte angegeben, die durch 3H-Thymidin-

einbau ermittelt wurden.

Die Tabelle macht nochmals deutlich, dass die Ligandenstruktur grof3en Einflu®

auf die Cytotoxizitat hat. Fir die in dieser Arbeit getesteten Verbindungen

wurde gefunden, dass eine Verlangerung der Alkylkette in den Alkyl-bis-ethy-
lendiaminplatin(Il)-Komplexen [(11), (12), (13) und (14)] die Cytotoxizitat erhoht,
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wohingegen die zweite Platinsphare offenbar die Wirksamkeit im Vergleich zu
Nonylethylendiaminplatin(ll) (15) senkt. Die in dieser Arbeit am starksten cyto-

toxische Verbindung ist Anilin-4H-isochinolinplatin(Il) (16).

2 Die Platinkonzentration in den Zellen nimmt mit steigen-

der Konzentration der Komplexe im Medium zu

FUr die Entfaltung der cytotoxischen Aktivitat der Platinverbindungen muissen
die Komplexe in die Zellen gelangen. Um die Effizienz der Zellaufnahme zu
untersuchen, wurde nach der Behandlung mit den unterschiedlichen Verbin-
dungen der Platingehalt in den Zellen bestimmt. Dazu wurden Zellen zuerst
unter den gleichen Bedingungen wie fur die Cytotoxizitatstest mit 0,1 uM, 1 uM
bzw. 10 uM der jeweiligen Platinverbindung behandelt. AnschlieRend wurden
die Zellen gezahlt, das Medium von den Zellen abgetrennt und die Zellen ge-
waschen. In dieser Zellsuspension wurde dann der Platingehalt bestimmt und

aus den gewonnen Daten die Menge der Platinatome pro Zelle bestimmt.

21 Eine langere Alkylkette verbessert die Zellaufnahme der Alkyl-
bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12), (13) und (14)

Nachdem die Lange der Alkylkette der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Kom-
plexe einen grof3en Einflull auf die Cytotoxizitat hat, war die Frage, ob eine lan-
gere, unpolare Alkylkette, evtl. aufgrund einer erhdhten Lipophilie, die Zellauf-

nahme erleichtert.



Ergebnisse 65

Die Graphik in Abb. 22, Seite 65, zeigt die gemessene Platinmenge in den

Zellen in Abhangigkeit der Konzentration der Verbindungen im Medium.
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Abb. 22: Aufnahme der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13) und

(14)] in Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration im Medium. Cisplatin [H,0]

(1) wurde als Vergleich mitaufgetragen. Beide Achsen sind logarithmisch skaliert.
Fur alle Komplexe gilt, dass sie mit zunehmender Konzentration im Medium
auch verstarkt in die Zellen gelangen. Der Komplex Octyl-bis-ethylendiamin-
platin(ll) (12) scheint bei einer Ausgangskonzentration von 0,1 uM starker als
alle anderen Verbindungen in die Zellen einzudringen. Dieser Effekt ist aller-
dings nicht signifikant und eher auf einen stark abweichenden Mel3punkt zu-
ruckzufihren. Demzufolge tauscht auch die scheinbare Abnahme der Platin-
menge in den Zellen zwischen 0,1 pyM und 1 pM Octyl-bis-ethylendiamin-
platin(ll)-Konzentration im Medium. Neben Cisplatin [H20] (1) wurden von der
cytotoxischten Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (14) die grofiten
Mengen in den Zellen gefunden. Die Unterschiede zu den weniger wirksamen
Verbindungen Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (11), Octyl-bis-ethylendiamin-
platin(ll) (12) und Decyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (13), sind mit Ausnahme von
1 UM Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) signifikant. Innerhalb der nur
schwach aufgenommenen Verbindungen (11), (12) und (13) gibt es dagegen
nur geringfugige, aber dennoch uberwiegend signifikante Unterschiede.

Fir die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13) und (14)]

gibt es eine leichte Korrelation zwischen Cytotoxizitat und Zellaufnahme. Offen-
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bar erhoht eine langere Alkylkette sowohl die Zellaufnahme als auch die Cyto-
toxizitat. Ein Grund fur die erhdhte Zellaufnahme mit zunehmender Lange der
Alkylkette kdnnte sein, dass die groRere Lipophilie die Diffusion durch die

lipophile Zellmembran erleichtert.

2.2 Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) dringt mindestens genausogut
in Zellen ein wie die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbin-

dungen

Mit der mononuklearen Verbindung Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) kann
festgestellt werden, ob die Alkylkette allein die Zellaufnahme positiv beeinflusst
oder ob der Abstand der beiden Platinspharen der entscheidende Parameter
ist. Abb. 23 zeigt die Menge der Platinatome pro Zelle mit steigenden Konzen-

trationen von Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) im Medium.
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Abb. 23: Aufnahme von Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) in Zellen in Abhangigkeit von der
Konzentration im Medium. Cisplatin [H,O] (1) wurde als Vergleich mitaufgetragen.
Beide Achsen sind logarithmisch skaliert.

Bei den entsprechenden Konzentrationen wurde mehr Nonyl-ethylendiamin-

platin(ll) (15) in den Zellen gefunden als Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Kom-

plexe [(11), (12) und (13)]. Die Mengen von (15) und von Dodecyl-bis-ethylen-

diaminplatin(ll) (14) sind dagegen vergleichbar. Das heifl3t, dass Komplexe mit

langen Alkylketten, unabhangig ob es sich um mono- oder dinukleare Komplexe

handelt, besser in Zellen eindringen konnen.
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23 Die Aufnahme von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) in die Zellen
ist vergleichbar mit Cisplatin [H20] (1).

Die Graphik in Abb. 24 zeigt, dass der Gehalt von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll)

(16) in den Zellen mit steigenden Konzentrationen im Medium deutlich zunimmt.
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Abb. 24: Aufnahme von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) in Zellen in Abhangigkeit von der
Konzentration im Medium. Cisplatin [H,O] (1) wurde als Vergleich mitaufgetragen.
Beide Achsen sind logarithmisch skaliert.

Die gefundenen Unterschiede zu Cisplatin [H20] (1) liegen innerhalb der Feh-
lergrenze. In jedem Fall fuhrt fur beide Komplexe eine Erhdhung der Konzen-
tration im Medium um das hundertfache zu einem Anstieg der Platinmenge
innerhalb der Zellen um mehr als zwei Zehnerpotenzen. Offenbar bewirkt eine
Erhdohung der AulRenkonzentration ein grof3eres Konzentrationsgefalle und da-
mit eine vermehrte Aufnahme dieser aktiven Platinkomplexe in die Zellen.

Fir eine bessere Ubersicht sind die genauen Werte der Zellaufnahme in

Tabelle 3, Seite 68, zusammengefalt.

Die Orginaldaten fur Cisplatin [H20] (1), Cisplatin [DMSO] (1a), Bisamid-bispla-
tin(ll) (8), Monoamid-monoplatin(lV) (10) und Bisamid-bisplatin(IV) (9) wurden

t83

bereits wahrend der Diplomarbeit™ bestimmt und werden hier flr eine umfang-

reichere Vergleichsbasis in die Tabelle mitaufgenommen.
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Verbindung Platinkomplexe (x 106) pro Zelle bei folgenden

[Lésungsmittel] Ausgangskonzentrationen
0,1 uM 1 uM 10 uM

Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) 0,25+0,14 46+29 104 + 96"
[DMSO]

Cisplatin (1) 0,25+ 0,05 1,6+0,3 82+18
[H20]

Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14) 0,32 + 0,08 11,4+11,2 65 £ 60
[DMSO]

Monoamid-monoplatin(lV) (10) 0,56 + 0,00 3,1+0,5 34+2
[H20]

Bisamid-bisplatin(IV) (9) 0,32+0,16 20+04 27+ 8
[H20]

Bisamid-bisplatin(ll) (8) 0,16 £ 0,02 0,83 £ 0,31 10+2
[DMSO]

Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) 0,34 £ 0,11 1,7+£0,7 9,0£2,0
[DMSO]

Cisplatin (1a) 0,24 + 0,02 0,43 £ 0,21 8,0+1,8
[DMSO]

Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) 1,8+1,6 1,1+£0,6 2605
[DMSO]

Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (11) 0,079 £ 0,003 0,27 £ 0,04 2,0+0,6
[DMSO]

Decyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (13) 0,044 = 0,002 0,18 £ 0,10 1,6+0,2
[DMSO]

Tabelle 3: Platinkomplexe (x 106) pro Zelle bei verschiedenen Ausgangskonzentrationen der
Verbindungen * Standardabweichung. Die Verbindungen sind nach abnehmender
Molekulzahl pro Zelle bei einer Konzentration von 10 uM geordnet.

Wie schon fur die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13)
und (14)] und Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15), so lasst sich auch insgesamt
eine gewisse Korrelation zwischen Zellaufnahme und Cytotoxiziat der

Verbindungen feststellen. So wurden von den stark cytotoxisch wirkenden
Verbindungen, Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) und Cisplatin [H2O] (1),

" Leider konnte der Wert fiir 10 uM Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) nur ungenau bestimmt
werden. Die drei Mef3punkte von 35, 37 und 240 Platinatomen pro Zellen veranschaulichen die

Streuung, die nur eine unbefriedigenden Standardabweichung ergeben.
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deutlich mehr Moleklle in den Zellen gefunden als z.B. von den schwach

cytotoxischen Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexen [(11), (12) und (13)].

Allerdings kann nicht von der Aufnahmeeffizienz einer Verbindung in Zellen auf
die Wirksamkeit, oder umgekehrt, von der cytotoxischen Wirkung auf die
Zellaufnahme, geschlossen werden. Cisplatin [DMSO] (1a) wird z.B. in etwa
gleich gut aufgenommen wie Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15), hat aber einen
fast zehnfach hoheren [Csp-Wert. Die Zellaufnahme spielt also fur die
cytotoxische Wirkung moglicherweise eine Rolle, reicht aber als alleinige Erkla-
rung fur die unterschiedlichen Wirksamkeiten nicht aus.

3 Eine zunehmende Konzentration der Komplexe im Me-

dium fiihrt zu mehr Platinaddukten an zellularer DNA.

Platinkomplexe kénnen in der Zelle mit einer Vielzahl von Partnern reagieren.
Dazu zahlen unter anderem Proteine, insbesondere solche mit Thiolgruppen,
RNA und DNA. Wenn die DNA-Addukte fur die cytotoxische Wirkung der Kom-
plexe verantwortlich sind, so sollte neben der Aufnahme in die Zellen vor allem
der DNA gebundene Anteil wesentlich sein. Aus diesem Grund wurde von ei-
nem Teil der Zellen, die fur die Platingehaltsbestimmung prapariert wurden
(Kapitel 2, Seite 64) DNA isoliert. Von diesen Proben wurde sowohl die Kon-
zentration an DNA als auch an Platin bestimmt und daraus die Anzahl der
Platinaddukte pro Nukleotid (rg-Wert) berechnet.

3.1 Die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12), (13)
und (14) bilden bei geringen Konzentrationen die wenigsten DNA-
Addukte aus.

Die Zahl der Platinaddukte pro Nukleotid (rg-Wert) mit zunehmender Konzen-
tration der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12), (13) und
(14) ist in Abb. 25, Seite 70, dargestellt.

Nach der Behandlung der Zellen mit 0,1 uM Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(Il)-
Verbindungen (11), (12), (13) und (14) finden sich auf der zellularen DNA im
Vergleich mit Cisplatin [H2O] (1) signifikant weniger Addukte. Aufgrund von
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Melungenauigkeiten der geringen Werte kann der Unterschied allerdings noch

kleiner sein als in Abb. 25, Seite 70, dargestellt.
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Abb. 25: Platinaddukte der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12), (13)
und (14) an zelluldrer DNA (rg) in Abhangigkeit von der Konzentration im Medium.
Cisplatin [H,O] (1) wurde als Vergleich mitaufgetragen. Beide Achsen sind logarith-
misch skaliert.

Eine Steigerung der Konzentration im Medium um das Hundertfache erhoht die
Zahl der Platinaddukte fur Cisplatin [H20] (1) nur um einen Faktor von zehn. Die
ubrigen Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe [(11), (12) und (13)], die
weniger cytotoxisch wirken, zeigen ebenfalls nur eine zehnfache Steigerung.
Damit bleibt die Zahl der DNA-Addukte um circa eine Gréflenordnung hinter
den DNA-Addukte von Cisplatin [H2O] (1) zurlck. Innerhalb dieser, weniger
stark modifizierenden Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12)
und (13)] konnten allerdings keine quantitativen Unterschiede der DNA-Addukte
gemessen werden, obwohl sie sich in ihrer Cytotoxizitat deutlich unterscheiden.
Dagegen steigt der Platinierungsgrad fur die wirksamste Alkyl-bis-ethylendi-
aminplatin(ll)-Verbindung (14) mit zunehmender Konzentration im Medium star-
ker an als fur Cisplatin [H2O] (1). Eine Erhohung der Konzentration des Kom-
plexes (14) im Medium um einen Faktor 100 fihrt auch zu einer in etwa hun-
dertfach starkeren DNA-Modifikation und nahert sich damit dem Effekt von Cis-
platin [H20] (1).
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Wie schon bei der Zellaufnahme in Kapitel 2.1 auf Seite 64 konnte also eine
schwache Korrelation zwischen Anzahl der DNA-Addukte der Alkyl-bis-ethylen-
diaminplatin(ll)-Komplexe [(11), (12), (13) und (14)] und deren cytotoxischen

Wirkung ausgemacht werden.

3.2 Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) bildet mindestens soviele DNA-
Addukte aus wie die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Ver-

bindungen.

Wie schon bei den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12),
(13) und (14)] (Abb. 25, Seite 70) findet man fur 0,1 pM Nonyl-ethylendiamin-
platin(ll) (15) auch signifikant weniger DNA-Addukte als fur Cisplatin [H20] (1)

(Abb. 26).
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Abb. 26: Platinaddukte von Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) an zellularer DNA (rg) in Ab-

hangigkeit von der Konzentration im Medium. Cisplatin [H,O] (1) wurde als Ver-
gleich mitaufgetragen. Beide Achsen sind logarithmisch skaliert.
Allerdings steigt die Adduktzahl mit zunehmender Konzentration von (15) star-
ker an, so dass bei einer Konzentration von 100 pM keine signifkanten Unter-

schiede mehr zu Cisplatin [H20] (1) auftreten.

Damit erzeugt Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) mehr DNA-Addukte als die
weniger effektiven Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12) und
(13)] und ist mit Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14) vergleichbar. Ahnlich

der Zellaufnahme (Kapitel 2.2, Seite 66) wurde auch an zellularer DNA fur die
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cytotoxischten der Alkyl-ehtylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (14) und (15) die

meisten Addukte gefunden.

3.3 Die Anzahl der zellularen DNA-Addukte von Anilin-4H-isochino-
linplatin(ll) (16) und von Cisplatin [H20] (1) gleichen sich

Abb. 27, Seite 72, zeigt die Zahl die Platinaddukte an zellularer DNA bei stei-

genden Konzentrationen von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) im Medium.
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Abb. 27: Platinaddukte von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) an zellularer DNA (rg) in Ab-
hangigkeit von der Konzentration im Medium. Cisplatin [H,O] (1) wurde als Ver-
gleich mitaufgetragen. Beide Achsen sind logarithmisch skaliert.

Eine hundertfache Steigerung der Konzentration im Medium fuhrt zu einer in

etwa zehnfachen Erhohung der Zahl der Platinaddukte an der DNA. Das heilf3t,

dass trotz einer starken Zunahme der Komplexe innerhalb der Zellen (Kapi-

tel 2.3, Seite 67) die Addukte an der DNA nur wenig zunehmen.

Da jedoch schon bei den geringen Konzentrationen deutlich mehr Addukte ge-
bildet werden als zum Beispiel mit den Alkyl-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexen
(11) — (15), wurden im untersuchten Konzentrationsbereich dennoch fur Anilin-
4H-isochinolinplatin(ll) (16) und Cisplatin [H20] (1), zusammen mit den Verbin-
dungen (14) und (15), die meisten DNA-Addukte gefunden.

Die genauen Daten der gemessenen Platinaddukte an zellularer DNA aller un-
tersuchten Komplexe sind in Tabelle 4, Seite 74, zusammengefalt. Dabei sind

fur alle Verbindungen die Menge der DNA-gebundenen Platinatome angege-
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ben. Fur die Bisplatinkomplexe ist anhand der Platinbestimmung nicht zu unter-
scheiden, ob nur eine Platinsphare direkt an die DNA gebunden hat und das
zweite Platinatom nur Uber den gemeinsamen Liganden gebunden ist, oder ob
jede Platinspharen direkt an die DNA gebunden ist. Anhand der Untersuchun-
gen der Reaktion der Komplexe mit DNA in vitro, die in Kapitel 4, Seite 75ff und
Kapitel 5, Seite 96ff, vorgestellt werden, konnten einige Hinweise gewonnen
werden, die daflr sprechen, dass beide Platinspharen mit der DNA reagieren.
Allerdings bleibt die Frage, ob die beiden Uber einen gemeinsamen Liganden
verbundenen Platinaddukte mit zwei unabhangigen Addukten zu vergleichen
sind oder als ein einziges Addukt anzusehen sind. Aus diesem Grund wird in
der Tabelle fUr die Bisplatinverbindungen in der ersten Zeile die Anzahl der Pla-
tinatome pro Nukleotid angeben und darunter jeweils die Zahl der Molekule pro
Nukleotid.

Die Orginaldaten fur Cisplatin [H20] (1), Cisplatin [DMSO] (1a), Bisamid-bispla-
tin(Il) (8), Monoamid-monoplatin(IV) (10) und Bisamid-bisplatin(IV) (9) wurden
bereits wahrend der Diplomarbeit® bestimmt und werden deswegen hier wieder
fur eine umfangreichere Vergleichsbasis in die Tabelle 4, Seite 74ff, mitaufge-

nommen.
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Verbindung Platinaddukte (x 10'5) an zellularer DNA (rg) bei

[Losungsmittel] folgenden Ausgangskonzentrationen
0,1 uM 1uM 10 uM

Cisplatin (1) 0,62 +0,55 23+17 53+3,4
[H20]

Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) 0,30+ 0,13 40+2,8 45+1,5
[DMSO]

Monoamid-monoplatin(IV) (10) 1,0+0,2 1,8+1,1 25+04
[H20]

Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14) | 0,045 + 0,009 0,56 + 0,34 42+ 3,6
[DMSO] 0,023 + 0,005 0,23+0,17 21+18

Cisplatin (1a) 1,4+0,6 22+1,2 1,8+0,3
[DMSO]

Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) 0,043 + 0,008 0,43+0,18 1,6+1,0
[DMSO]

Bisamid-bisplatin(1V) (9) 1,0+0,2 24+1,.2 26+0,0
[H20] 0,52+ 0,10 1,2+0,6 1,3+£0,0

Bisamid-bisplatin(ll) (8) 1,1+0,5 1,2+0,3 1,5+0,7
[DMSO] 0,57 £ 0,26 0,58 + 0,14 0,74 + 0,33

Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) 0,056 + 0,004 0,23 +0,09 0,87 £ 0,52
[DMSO] 0,028 +0,002 0,12 £ 0,04 0,43+0,26

Decyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (13) 0,054 + 0,012 0,090 + 0,050 0,53 +0,22
[DMSO] 0,027 + 0,006 0,045 + 0,025 0,27 + 0,11

Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(Il) (11) 0,040 + 0,032 0,100 + 0,05 0,51+0,3
DMSO 0,020 +0,016 0,050 + 0,026 0,26 + 0,12

Tabelle 4:  Platinaddukte (x 10'5) an zellularer DNA (rg) bei verschiedenen Ausgangskonzen-

trationen der Komplexe im Medium * Standardabweichung. Die Werte in der
zweiten Zeile geben die Zahl der DNA-gebundenen Molekile der Bisplatinkom-
plexe an. Die Verbindungen sind nach abnehmender Zahl der Moleklladdukte bei
einer Konzentration von 10 uM geordnet.

Die Verbindungen sind nach abnehmender Zahl der Moleklladdukte bei einer
Konzentration von 10 uM geordnet. Tendenziell finden sich dabei die cyto-
toxischeren Verbindungen im oberen Teil der Tabelle. Diese bilden also mehr
DNA-Addukte aus als die weniger cytotoxischen Verbindungen im unteren Tell
der Tabelle. Allerdings nimmt die Cytotoxizitat nicht stetig von oben nach unten
ab. So steht Cisplatin [DMSO] (1a) z.B. vor den cytotoxischeren Verbindungen
Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) und Bisamid-bisplatin(IV) (9). Es gibt also
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keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen der Anzahl der Addukte auf der
DNA und der cytotoxischen Wirkung der Verbindungen. Dies soll durch einen
weiteren Vergleich verdeutlicht werden. Sowohl fir Cisplatin [H20] (1) als auch
fur Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) entstehen bei einer Konzentration von
1 UM circa alle 50000 Basen ein Addukt. Das Zellwachstum wird unter diesen
Bedinungen bereits beeinflul3t. Sollte allein die Zahl der Platinaddukte auf der
DNA fur die cytotoxische Wirkung verantwortlich sein, so muften z.B. Cisplatin
[DMSQ] (1a) oder Bisamid-bisplatin(lV) (9), die bei einer Konzentration von
10 uM ebenfalls in etwa alle 50000 Basen ein Addukt bilden, bei 10 uM eine
ahnlich starke Wirkung zeigen wie Cisplatin [H20] (1) oder Anilin-4H-
isochinolinplatin(ll) (16) bei einer Konzentration von 1 uM. Da dies jedoch nicht
der Fall ist, kann die Zahl der Addukte nicht allein fir die cytotoxische Wirkung
verantwortlich sein. Neben den rein quantitativen Unterschieden beeinflussen
also auch qualitative Differenzen, das heilt Unterschiede in der ,Art“ der DNA-
Addukte, die Wirksamkeit in den Zellen. Dieser Frage wird in den kommenden

Kapiteln nachgegangen.

4 Platinkomplexe fuhren zu einer Reihe unterschiedlicher

DNA-Sekundarstrukturveranderungen

4.1 Exkurs: DNA-Topologie®

Dieser kurze Exkurs in die DNA-Topologie soll das Verstandnis der DNA-
Sekundarstrukturveranderungen und anderer topologischer Effekte, die zum
Beispiel bei den DNA-Reparatursynthesetests (Kapitel 6, Seite 107) auftreten,

erleichtern.

Die Topologie einer geschlossenen, ringformigen DNA, z.B. eines Plasmids,

kann durch folgende mathematische Gleichung beschrieben werden:

L=T+W
Die Verflechtungszahl L (L vom englischen Begriff linking number) gibt die Zahl
der Windungen des einen Stranges um den komplementaren zweiten Strang
an. Damit kann L in einer geschlossenen, ringformigen DNA nicht verandert
werden, ohne dass ein Strangbruch eingefuhrt wird. Abb. 28 veranschaulicht

die Verflechtungszahl anhand dreier Beispiele.
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Abb. 28:  Beispiele fur die Verflechtungszahl L: Links ist der eine Strang einmal um den
anderen gewunden (L = 1), in der Mitte zweimal (L = 2) und in dem geschlossenen
Zirkel achtmal (L = 8).

\:]

Die Verdrillungszahl T (T vom englischen twisting number) druckt die Zahl der
Windungen eines Stranges um die Achse der Doppelhelix aus. Einer Konven-
tion zufolge wurde das Vorzeichen fur rechtsgangige Helices positiv festgelegt.
Damit weist B-DNA eine positive Windungszahl auf.

Nimmt man von obigen Beispielen (Abb. 28, Seite 76) jeweils einen Strang
heraus und zeichnet die Helixachse ein (Abb. 29), so ist die Verdrillungszahl

leicht zu bestimmen.

Abb. 29: Beispiele fiir die Verdrillungszahl T: Links ist der eine Strang einmal um die Achse
der Doppelhelix gewunden (T = 1), in der Mitte zweimal (T = 2) und im geschlos-
senen Zirkel achtmal (T = 8).



Ergebnisse 77

Die Krimmungszahl W (Englisch writhing number) ist ein Mal} fur die Anzahl
der Windungen der Doppelhelix um die Achse einer Superhelix. Diese Super-
helix ist eine weitere Helix, deren Band die eigentliche DNA-Helix ist. In Abb. 30

ist eine solche Superhelix mit ihrer Achse schematisch dargestellt.

Abb. 30: Schematische Darstellung einer Helix, die zu einer Superhelix gewunden ist.

In einem planaren, doppelstangigen DNA-Molekul, das also keine Superhelizitat
aufweist, ist W =0 und damit muss, wie in den Beispielen in Abb. 28 auf
Seite 76 L =T sein. Um in ein planares DNA-Molekul Superhelizitat einzuflih-
ren, ist Energie noétig, die aber zum Teil als Spannung im DNA-Molekul ge-
speichert wird. Mechanistisch gibt es zwei Moglichkeiten, um Superhelizitat ein-
zufuhren: Es kann ein Strang nach einem Strangbruch schwacher oder starker
um den zweiten Strang gewunden werden, als es bei einer entspannten, sozu-
sagen chemisch idealen Konformation der Fall ware. Damit verandert man in
obiger Gleichung die Verflechtungszahl L und dementsprechend auch die Ver-
drillungszahl T. Um in einen Zustand idealer Helicitat Tigea zurickzukehren,
konnen sich die beiden Strange nach der Ligation durch Einfihrung von
Superhelicitat wieder starker oder schwacher um die Helixachse winden. Ver-
kleinert man also durch Verminderung der Windungen des einen Stranges um
den zweiten Strang um eine Windung die Verflechtungszahl L um eins, so ver-
kleinert sich damit zunachst auch die Verdrillungszahl T um eins (vgl. Abb. 31,

Seite 78). Bildet das DNA-Molekul aber eine Superhelix aus, so miufte sich in
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unserem Beispiel die Krimmungszahl von Null auf minus eins andern (negative
Superspiralisierung) und damit wirde sich T nach obiger Gleichung wieder um
eins erhdhen und damit die ideale Helix mit Tigea wiederhergestellt werden.
Naturlich konnte der ideale Zustand auch durch eine Veranderung von L
wiederhergestellt werden. Dazu mufdte aber ein erneuter Strangbruch erfolgen

und es wurde schlicht erneut der Ausgangszustand mit L = T = 8 erreicht.

Abb. 31: Beispiel fir die Entstehung einer superhelicalen Windung. Das Ausgangsplasmid
aus Abb. 28, Seite 76, mit L=T =8 wurde im Plasmid links um eine Windung
aufgewunden. Die Beseitigung einer Windung, wobei ein Strangbruch eingefiihrt
und wieder geschlossen werden muss, fiihrt zu L = T = 7. Durch eine superhelicale
Windung (rechte Seite) mit W =- 1 wird T wieder 8. L bleibt in einem geschlosse-
nen Molekil dagegen unverandert (L = 7).

Die zweite Mdglichkeit um Superspiralisierung einzufihren besteht darin, nach

einem Strangbruch in das gedffnete Molekul direkt eine superhelicale Windung

einzufuhren. Dabei andert sich W wiederum von Null zu minus eins, L wird um

eins verringert und T bleibt unverandert.

Fir beide Mechanismen gibt es physiologische Beispiele. Das prokaryontische
Enzym Topoisomerase Il oder Gyrase, fuhrt unter ATP-Verbrauch Doppel-
strangbriiche in DNA ein, fiihrt dann den Doppelstrang durch diese Offnung und

verschlieRt die Strangbriche wieder. Damit wird die Verflechtungszahl L um
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zwei erniedrigt wodurch bei gleichbleibender helicaler Windungszahl T zwei

superhelicale Windungen eingefthrt werden.

Histone dagegen besitzen die Fahigkeit superspiralisierte DNA-Windungen zu
stabilisieren.?® Binden Histone DNA, so windet sich die um den
Histonkernkomplex, wobei toroidale superhelicale Windungen entstehen.®® Geht
man dabei von einer DNA mit einem Strangbruch aus, so verringert sich L fur
jede negativ superhelicale Windung um eins. Nach der Ligation des
Strangbruchs kann sich L nicht mehr verandern. Entfernt man nun die Proteine,
verbleibt die DNA superspiralisiert, geht allerdings von den Tori um die Histone

leicht in eine zopfartige Struktur Gber.

Fir die in vitro Untersuchungen der DNA-Sekundarstrukturveranderungen und
die DNA-Reparatursynthesetests wurde Plasmid DNA aus Bakterien verwendet,
die negativ superspiralisiert ist. Anders ausgedruckt bedeutet diese negative
Superspiralisierung, dass die beiden Strange weniger stark umeinander

gewunden sind als es idealer B-DNA entsprechen wirde.

In diesem Zusammenhang bedeutet ein Aufdrillen der DNA, dass die Zahl der
Windungen um die Helixachse, also die Verdrillungszahl T verringert wird. In
einem geschlossenen Molekul kann dies durch eine Verringerung der negativen
Superspiralisierung ausgeglichen werden. Die DNA kann sogar soweit aufge-
drillt werden, dass die Verdrillungszahl T kleiner wird als die Verflechtungs-
zahl L. Um dem entgegenzuwirken, kénnen in der DNA auch positive superheli-
cale Windungen entstehen. Ein planares Plasmid wird dagegen durch L = T und
W = 0 definiert. Solche planaren Plasmide entstehen durch Strangbriche, die
dazu fUhren, dass die Energie, die in einem gespannten, superhelicalen Plas-

mid enthalten ist, durch Angleichung von L an T frei wird.

Die Untersuchung der DNA-Sekundarstrukturveranderungen bezieht sich im
Folgenden auf die Veranderung der geometrischen Eigenschaften [Verdrillung
(T), Krimmung (W)] einer ganzen topologischen DNA-Domane. Eine topologi-
sche DNA-Domane ist eine doppelstrangige DNA-Struktur mit einer konstanten
Verflechtungszahl (L). Lokale Veranderungen der DNA-Stuktur durch Addukte
der Platinkomplexe flhren in ihrer Summe zu einer veranderten Geometrie der

gesamten Domane, die beobachtet werden kann.
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4.2 Die Solvolyse von Cisplatin in DMSO fuhrt zu verlangsamten Ver-

anderungen der DNA-Sekundarstruktur

Es ist bekannt, dass die Behandlung von DNA mit Cisplatin [H2O] (1) zu einer
DNA-Verkiirzung und zu einem Aufdrillen der DNA fiihrt.®® Die Verkiirzung der
DNA kommt dadurch zustande, dass Addukte von Cisplatin (1) die DNA-Helix
biegen.3" 3% 34 8 Aufgrund der nicht periodischen Anordnung der Addukte ergibt
sich keine globale Biegung der DNA, sondern eine statistische Verteilung der

Biegungen (Zick-Zack-Muster) und damit eine kompaktere bzw. verklrzte DNA.

Lost man Cisplatin allerdings zuerst in DMSO, so bewirkt die Solvolyse durch
den Austausch eines Chlorids mit DMSO,®” dass nach einer dreistiindigen Be-
handlung von Plasmid-DNA mit bis zu 100 uM Cisplatin [DMSQ] (1a), im Ge-
gensatz zu Cisplatin [H20] (1), fast keine Veranderungen der DNA-Sekundar-
struktur zu beobachten sind.®* Die Solvolyse in DMSO verdndert moglicher-
weise die Reaktivitat der Verbindungen. Fur die ahnliche Verbindung [Pt(en)Cl;]
zeigt sich, dass die DMSO-Platin-Bindung gegen eine Solvolyse durch Wasser
inerter ist als die zu vergleichende Chlorid-Platin-Bindung. Man nimmt an, dass
die Solvolysereaktion den Initiationsschritt der DNA-Platinierung darstellt. Bei
der Reaktion eines Guanosinmonophosphats bzw. eines dGG-Dinukleotids mit
[Pt(en)Clz] nach der Solvolyse in DMSO bzw. H,O wurde fur den DMSO-
Komplex bei 55 °C eine Verlangsamung der ersten Platinierung um den Faktor
1,5 festgestellt, die Gesamtreaktivitat ist sogar um einen Faktor 4 -5 er-
niedrigt.?® Demnach sollten die DNA-Sekundarstrukturverdnderungen bei
verlangerter Reaktionszeit fur Cisplatin [DMSQO] (1a) mit denen von Cisplatin
[H20] (1) vergleichbar werden. Um dies zu Uberprifen, wurde Plasmid DNA mit
Cisplatin gelost in DMSO (1a) bzw. H,O (1) behandelt. Zu verschiedenen Zeit-

punkten wurden Aliquots entnommen und die Reaktion gestoppt.
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Nach Aufreinigung der DNA wurde diese in einem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt (Abb. 32).

M - | Cisplatin [DMSO] (1a) |-| Cisplatin [H,O] (1) |- M
Min h Min h
10 30 3 9 48 |0 20 1 6 24 |O
0of 20 1 6 24 72 |10 30 3 9 48
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1 3 &5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
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Abb. 32: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Plasmid DNA nach einer
Platinierungskinetik mit 60 uM Cisplatin gelést in DMSO (1a) bzw. H,O (1). In den
Spuren 1 und 24 ist jeweils ein Langenmarker aufgetragen. Zur Orientierung dient
auflerdem unbehandeltes Plasmid (Spuren 2, 13 und 23).

Das mit Cisplatin [DMSQO] (1a) behandelte Plasmid (Spuren 3 - 12) zeigt diesel-

ben DNA-Sekundarstrukturveranderungen wie die Vergleichsprobe mit Cisplatin

[H20] (1) (Spuren 14 -22). Die Abnahme der Intensitat der Banden mit

zunehmendem Platinierungsgrad beruht darauf, dass Cisplatin-Addukte Inter-

calationsstellen blockieren, so dass dort kein Ethidiumbromidmolekul mehr bin-

den kann.®°

Das entspante Plasmid mit einem Einzelstrangbruch (oc) wandert durch die
Verkurzung schneller. Die Bande des Supercoils (sc) nahert sich dagegen
durch die Abnahme der negativen Superspiralisierung als Folge des Aufdrillens
zuerst der entspannten Form an, um dann durch Annahme einer positiven
Superspiralisierung wieder schneller zu laufen. Fur Cisplatin [DMSQO] (1a) ist
erst nach ein bis drei Stunden ein verandertes Laufverhalten erkennbar, wohin-
gegen fur Cisplatin [H20] (1) schon nach zehn Minuten eindeutige Unterschiede
zum unbehandelten Plasmid auftreten. Der Koaleszenzpunkt, bei dem das
ursprunglich superspiralisierte Plasmid soweit aufgewunden ist, dass es zu-

sammen mit den entspannten, offenen Zirkeln lauft, wird bei Cisplatin [H2.0] (1)
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nach ca. einer Stunde erreicht, wohingegen es nach der DMSO Solvolyse 48
bis 72 Stunden bedarf.

Tatsachlich erzeugen die beiden Cisplatinpraparationen die gleichen Sekundar-
strukturveranderungen, allerdings sind diese nach der DMSO-Solvolyse ein-

drucksvoll verzogert.
4.3 Bisamid-bisplatin(ll) (8) biegt die DNA nicht

Die Bisplatinverbindung (8) weist durch die Kopplung zweier Platinspharen vier
statt zwei reaktive Fluchtgruppen auf, an deren Stelle DNA Basen gebunden
werden konnen. Um festzustellen, ob sich diese Verknupfung auch auf die Ver-
anderungen der DNA-Sekundarstruktur auswirkt, wurde auch mit Bisamid-bis-
platin(ll) (8) eine Platinierungskinetik wie fir Cisplatin erstellt und die gereinigte
DNA im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 33).

-|Bisamid-bisplatin(ll)[DMSO] (8) -
Min h

2 4 6 8 10 12 14

Abb. 33: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Plasmid DNA nach einer
Platinierungskinetik mit 60 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8) gelést in DMSO. In den bei-
den auBersten Spuren (1 und 14) wurde ein unbehandeltes Kontrollplasmid aufge-
tragen.

Auch Bisamid-bisplatin(ll) (8) erzeugt DNA-Sekundarstrukturveranderungen,

wobei sich die Bande des superspiralierten Plasmids analog der vergleichbaren

Bande bei Cisplatin [H20] (1) verhalt, d.h., dass auch hier die negative Super-

spiralisierung durch Aufdrillung verringert wird. Es ist sogar deutlich positive

Superspiralisierung bei starker Platinierung (Spuren 10-12) zu sehen, da prak-

tisch keine Fluoreszenzabnahme beobachtet wird. Dies kdnnten ein Hinweis

sein, dass die DNA weniger Addukte tragt. Dies wurde bedeuten, dass die ein-
zelnen Addukte die DNA starker aufdrillen als ein Cisplatinaddukte. Damit in

Ubereinstimmung wird die DNA auch durch (8) schneller aufgedrillt als durch
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Cisplatin [H20] (1). Bereits nach einer einminutigen Reaktion mit Bisamid-bis-
platin(ll) (8) wandert die superhelicale DNA langsamer als nach zehnminutiger
Behandlung mit Cisplatin [H20] (1) (Abb. 32, Seite 81). Interessanterweise wird
der Koaleszenzpunkt aber erst nach drei Stunden erreicht, im Gegensatz zu
einer Stunde bei Cisplatin [H20] (1). Dies konnte sich aus dem abweichenden
Laufverhalten der offenen Zirkel ergeben. Die Bande des entspannten Plasmids
(oc) wandert zunehmend langsamer als die Kontrolle. Damit bewegen sich die
beiden Populationen (sc und oc) nicht mehr aufeinander zu, sondern sie
werden beide durch die Bindung von Bisamid-bisplatin(ll) (8) verlangsamt. im
Vergleich zu den offenen Zirkeln des unplatinierten Kontrollplasmids, dessen
Wanderungsstrecke einem linearen Langenstandard von ca. 3,5 kB Lange ent-
spricht, verschiebt sich die Wanderungstrecke der offenen Zirkel am Koales-
zenzpunkt, an dem die ursprunglich superspiralisierte DNA zusammen mit den
offenen Zirkeln wandert, zu einem linearen Langenstandard von ca. 5 kB. Die
Verlangsamung der offenen Zirkel nach der Reaktion mit (8) konnte also der
Grund dafur sein, dass der Koaleszenzpunkt, trotz des starken Aufdrillens der
Bisamid-bisplatin(ll)-Addukte, spater erreicht wird als bei Cisplatin (1).

Bisamid-bisplatin(ll) (8) drillt die DNA starker auf als Cisplatin [H20] (1), erzeugt

aber keine nicht-periodischen Biegungen, die die DNA verkirzen wirden.

4.4 Fur die Retardation Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelter, offener
Zirkel in der Agarosegelelektrophorese sind positive Ladungen

verantwortlich

Es wurde bisher noch nicht beschrieben, dass Platinaddukte an der DNA eine
retardierende Wirkung in der Agarosegelelektrophorese von offenen Zirkeln
haben, wie es fur Bisamid-bisplatin(ll) (8) beobachtet wurde (Abb. 33, Seite 82).
Fir diesen Effekt sind mehrere Erklarungen denkbar. Zum einen fuhrt die Plati-
nierung von DNA durch den Austausch eines Chloridions durch eine neutrale
DNA Base zu positiv geladenen Addukten an der DNA. Das heif3t, dass die ne-
gative Nettoladung der DNA verringert wird. Wenn dieser Effekt stark genug ist
und nicht durch andere Effekte wie z.B. eine Verkirzung durch nicht-periodi-
sche lokale Biegungen kompensiert wird, so mufdte das zu einer Verlangsa-
mung der DNA in der Agarosegelelektrophorese flhren. Andererseits ist es

auch denkbar, das die lokalen Biegungen eine gewisse Periodizitat aufweisen
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und damit zu einer insgesamt gebogenen DNA fuhren, die in der Agarosegel-
elektrophorese langsamer wandert als eine entsprechende ungekrimmte
DNA.* Weiterhin kénnten die Platinaddukte die DNA-Sekundarstruktur so ver-
andern, dass auch eine spannungsfreie DNA weniger kompakt wird und damit
im Gel starker zurickgehalten wird. Dies konnte z.B. der Fall sein, wenn die
Platinaddukte die DNA lokal aufschmelzen. In einer zweidimensionalen Gel-
elektrophorese kann zwischen Ladungseffekten und Veranderungen der DNA-
Struktur unterschieden werden.®’ Dabei macht man sich zu Nutze, dass
nicht-lineare DNA im Agarosegel nicht nur seiner Lange entsprechend wandert.
Die Abweichung nichtlinearer DNA von der Wanderung linearer DNA wird z.B.
durch erhdhte Spannung oder Agarosekonzentration verstarkt.” Verwendet
man fur die zweite Dimension ein Gel mit hoherer Agarosekonzentration und
legt eine hohere Spannung an als fur die erste Dimension, so sollte sich eine
Abweichung von der linearen Form der DNA, z.B. in Form von lokal ausgiebig
aufgeschmolzenen, aufgewundenen DNA-Bereichen, starker bemerkbar
machen und zu einer Retardation fuhren. Ladungseffekte dagegen sind von den
jeweiligen Laufbedingungen unabhangig. Sie wirken sich in beiden Dimen-
sionen gleich aus und es entsteht kein starker abweichendes Laufverhalten in

der zweiten Laufdimension.
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In Abb. 34 ist das Agarosegel nach dem Lauf in der ersten Dimension zu sehen.

M Plasmid |— | M
+ +
(8) Plasmid +(8)
I | .
> -} >
-2 = -

linear
linear oG +Bisa.mid—bis—
Q oc platin(Il) (8)
sc
00000000~ sc

1 2 3 4 5 6

Abb. 34: Agarosegelbild nach dem Lauf in der 1. Dimension: 0,4 % Agarose, U = 0,45 V/cm,
Raumtemperatur. In Spur 1 wurde ein Langenmarker aufgetragen, in Spur 2 unge-
schnittenes Plasmid, in Spur 3 dasselbe Plasmid, das mit dem Restriktions-enzym
Hind lll linearisiert worden ist, in Spur4 das Plasmid, das flr eine Stunde mit
60 pM Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelt und dann mit Hind Il linearisiert worden
ist. Das mit Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelte Plasmid lasst sich nicht mehr voll-
stédndig mit dem Restriktionsenzym spalten, da die Schnittstelle teilweise durch
Platinaddukte abgeschirmt wird. Deswegen sind neben dem linearen Plasmid, das
am weitesten zurlckgeblieben ist und den grofiten Teil der Plasmidmenge aus-
macht, noch eine kleine Menge offener Zirkel, die etwas weiter gewandert sind,
und noch superspiralisiertes Plasmid zu sehen. Spur 5 blieb frei und in Spur 6
wurde nochmals der Langenmarker zusammen mit dem Plasmid, das fiir eine

Stunde mit 60 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelt und dann mit Hind Il lineari-
siert worden ist, aufgetragen.

Es fallt auf, dass die offenen Zirkel des unbehandelten Plasmids sogar etwas

weiter gelaufen sind (Spur 2) als das lineare Plasmid (Spur 3). Sowohl die offe-
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nen Zirkel, als auch das linearisierte Plasmid wandern in etwa auf der Hohe der
3 kB-Bande des Markers, die Uberreprasentiert und aufgrund ihrer gréf3eren
Breite gut zu erkennen ist. Das mit Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelte Plasmid
lasst sich nicht mehr vollstandig mit dem Restriktionsenzym spalten, da die
Schnittstelle teilweise durch Platinaddukte abgeschirmt wird. Deswegen sind in
Spur 4, neben dem linearen Plasmid, das am weitesten zurtickgeblieben ist und
den groéflten Teil der Plasmidmenge ausmacht, noch eine kleine Menge offener
Zirkel, die etwas weiter gewandert sind, und noch superspiralisiertes Plasmid zu
sehen. Die Banden der mit (8) behandelten DNA bleiben allerdings hinter den
jeweiligen Banden der Kontroll-DNA in den Spuren 2 und 3 deutlich zurtick. Die
superhelicale DNA (sc) ist aufgrund des Aufdrillens durch die Platinaddukte
weniger kompakt und wandert deswegen langsamer als die unplatinierte
Vergleichsbande. Uber die Ursache der verringerten Wanderungsge-
schwindigkeit der linearen DNA sollte die Gelelektrophorese in der zweiten
Dimension Aufschlufy geben. Spur 5 ist leer und in der ganz linken Spur (6)
wurde der Langenmarker mit dem Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelten, lineari-
sierten Plasmid zusammen aufgetragen. Diese Spur (6) wurde dann ausge-
schnitten und in ein neues Gel fur die zweite Dimension eingegossen (Abb. 35,
Seite 87).
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Abb. 35: Links: Agarosegelbild nach dem Lauf in der 1. Dimension: 0,4 % Agarose,
U = 0,45 v/cm, Raumtemperatur. Rechts: Agarosegelbild nach dem Lauf der
Spur 6 in beide. Dimensionen (2. Dimension: 1,2 % Agarose, U =5 V/cm, 4 °C,
0,3 pg/ml Ethidiumbromid).

Der Langenmarker, der aus linearen DNA-Fragmenten besteht, dient in der
zweiten Dimension als Maldstab fur das Laufverhalten linearer DNA. ldealisiert
bilden die Markerbanden nach beiden Laufen eine Diagonale. Die offenen Zirkel
[oc + (8)], die in der ersten Dimension ihrer Masse und Form entsprechend
gelaufen sind, wurden in der zweiten Dimension aufgrund der veranderten
Laufbedingungen starker zurtuckgehalten und weichen damit deutlich von der
Diagonallinie ab. Aufgrund des starken Einflusse der zikularen Struktur kann
allerdings keine Aussage Uuber eventuelle weitere Sekundarstrukturveran-

derungen, wie augeschmolzene, aufgewundene DNA-Bereiche, abgeleitet wer-
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den. Die Population der linearen Plasmide ist nach wie vor deutlich als helle
Bande bei ca. 3,5 kB auf der gedachten Linie durch die Markerbanden zu sehen
[linear + (8)]. Fur die Retardation des platinierten linearen Plasmids in der
ersten Dimension der Agarosegelelektrophorese kdnnen also keine sterischen
Effekte verantwortlich sein, da die sterischen Effekte sich in der zweiten
Dimension ausgewirkt hatten. In Analogie dazu laldt sich schliel3en, dass fur die
Retardation der mit (8) behandelten offenen Zirkel [oc + (8)], die ebenfalls
torsionsspannungsfrei wie die lineare DNA sind, auch keine sterischen Effekte
verantwortlich sind. Die superspiralisierten Plasmide weichen nur leicht von der
Diagonalen ab. Sie sind in der zweiten Dimension etwas schneller. Die hohe
Konzentration von Ethidiumbromid wahrend des Laufs in der zweiten Dimen-
sion fuhrt dazu, dass die Plasmide durch Ethidiumbromidinterkalation positiv
superspiralisiert sind und etwas schneller wandern als die entsprechenden
negativ superspiralisierten Plasmide wahrend des Laufs in der ersten Dimen-

sion.

In der zweidimensionalen Gelelektrophorese wurde durch Analogie gezeigt,
dass das langsamere Laufverhalten der DNA nach Behandlung mit Bisamid-
bisplatin(ll) (8) nicht aufgrund sterischer Effekte, sondern wegen der zusatzli-

chen positiven Ladungen auftritt.

Selbstverstandlich fluhrt die Reaktion mit allen Platinkomplexen zu positiv gela-
denen Komplexen an der DNA. Der Einfluf® dieser positiven Ladungen auf das
Laufverhalten in der Agarosegelelektrophorese wird allerdings durch die Ver-
klrzung der DNA anscheinend tUberkompensiert. Die viel entscheidendere Aus-
sage ist also, dass die Addukte der Verbindung Bisamid-bisplatin(ll) (8) weder
die DNA biegen und damit auch keine Verkurzung erzeugen, noch ausgedehnte

Einzelstrangbereiche durch lokales Aufschmelzen der DNA erzwingen.
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4.5 Die Platin(lV)-Verbindungen (9), (10) verursachen Einzelstrang-

briiche

Um herauszufinden, ob die Oxidationszahl des zentralen Platinatoms die Reak-
tion mit DNA beeinflusst und damit zu anderen Veranderungen der Se-
kundarstruktur fuhrt, wurde Plasmid DNA mit der oxidierten Form von (8),
Bisamid-bisplatin(IV) (9), bzw. der analogen Verbindung (10) mit nur einer Pla-
tinsphare behandelt, gereinigt und in einer Agarosegelelektrophorese aufge-
trennt.

M - |Bisamidbisplatin(lV) (9)-| Monoamid- -
monoplatin(lV) (10)
[H20] [H20]

Min h Min h
10 30 3 9 48 |0l 20 1 6 24 72|0
0| 20 1 6 24 72/ 10 30 3 9 48
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Abb. 36: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Plasmid DNA nach einer
Platinierungskinetik mit 60 uM Bisamid-bisplatin(IV) (9) (links) bzw. Monoamid-mo-
noplatin(IV) (10) (rechts) geldst in H,O.
Man sieht in Abb. 36, dass beide Verbindungen (9), (10) die superspiralisierte
DNA aufdrillen und deswegen diese Banden langsamer wandern als in der
Kontrolle. Daneben tritt auch wieder eine Beschleunigung der offenen Zirkel
durch Biegungen in der DNA, die die DNA verkirzen, auf. Diese
Sekundarstrukturveranderungen sind allerdings wesentlich  schwacher
ausgepragt als bei Cisplatin [H20] (1). Zusatzlich nimmt die Population der
geschlossenen, superspiralisierten Zirkel (sc) ab und die der offenen (oc) dafur
zu. Dies ist bei Bisamid-bisplatin(IV) (9) deutlich in den Spuren 6 - 9 zu sehen
und noch klarer fir Monoamid-monoplatin(IV) (10) in den Spuren 17 - 21. Bei
beiden Verbindungen wird kein Koaleszenzpunkt erreicht. Der sprunghafte
Ubergang kann nicht durch Aufdrillen erklart werden. Dieses Phanomen kann
damit erklart werden, dass die Platin(IV)-Verbindungen (9), (10) DNA-
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Einzelstrangbriche verursachen, so dass aus den geschlossenen Zirkeln
entspannte Molekile (oc) mit mindestens einem Strangbruch entstehen. Unter
anderen Bedinungen wurde sogar linearisierte DNA beobachtet, die vermutlich
durch zwei in unmittelbarer Nahe liegende Einzelstrangbriche in beiden DNA
Strangen, die zu einem Doppelstrangbruch fuhren, entsteht (Daten nicht

gezeigt).

Sowohl das Aufdrillen der DNA als auch die Einfuhrung von Biegungen durch
Bisamid-bisplatin(IV) (9) und Monoamid-monoplatin(lV) (10) ist schwacher als
durch Cisplatin [H20] (1), aber die Platin(IV)-Verbindungen erzeugen zusatzlich
DNA-Einzelstrangbriche.

4.6 Der Grad des Aufdrillens ist direkt proportional zur Lange der
verbindenden Alkylkette in den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-
Komplexen (11), (12), (13) und (14).

Bei den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexen [(11), (12), (13) und (14)]
sollte untersucht werden, welchen Einflul der maximale Abstand der beiden
Platinsphare auf die Veranderung der DNA-Sekundarstruktur hat. Dieser
maximale Abstand wird fur diese Komplexe durch die Lange der verbindenden
Alkylkette festgelegt. Der tatsachliche Abstand kann aufgrund der Flexibilitat
dieser Alkylkette jedoch auch kleiner sein. Es wurde Plasmid DNA mit Alkyl-bis-
ethylendiaminplatin(ll)-Komplexen [(11), (12), (13) und (14)] behandelt,
gereinigt und in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt (Abb. 37,
Seite 91).
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Abb. 37: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Plasmid DNA nach einer
Platinierungskinetik mit 60 uM der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe [(11),
(12), (13) und (14)] (von links nach rechts) geldst in DMSO. In Spur 1 ganz links
wurde ein Langenmarker aufgetragen und in den Spuren 2, 14, 24 und 36 jeweils
unbehandeltes Kontrollplasmid.
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Far die Verbindung Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (11), die mit sechs Kohlen-
stoffatomen den kirzesten Abstand aufweist, wird In dem Agarosegel in Abb.
37 auf Seite 91 sowohl Aufdrillen als auch Verkirzung der DNA beobachtet.
Dabei wird die DNA starker aufgewunden als von Cisplatin [H2O] (1), aber we-
niger stark gebogen. Der Koaleszenzpunkt wird schon nach einer halben
Stunde erreicht im Gegensatz zu einer Stunde bei Cisplatin [H20] (1). Mit zu-
nehmender Lange der Alkylkette wird die DNA starker aufgewunden. So ver-
kurzt sich die Zeit bis zum Erreichen des Koaleszenzpunktes von 30 Minuten
bei Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (11) Uber zehn bis 20 Minuten bei Octyl-
bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) und finf Minuten bei Decyl-bis-ethylendiaminpla-
tin(Il) (13) bis zu einer Minute bei Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14). Eine
Verkurzung der DNA durch Biegungen lasst sich nur bei der klrzesten
Alkylkette in (11) feststellen. Schon eine Verlangerung um zwei Kohlenstoff-
atome in Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) fuhrt zu keiner Verkidrzung mehr.
Hier ist wie bei Bisamid-bisplatin(ll) (8) in Kapitel 4.3, Seite 82, eine Retardation
durch positive Ladungen zu beobachten. Dasselbe gilt fur Decyl-bis-ethy-
lendiaminplatin(ll) (13), wohingegen fur Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14)
keine Aussage mdglich ist, da der hochste Punkt bereits nach einer Minute er-
reicht ist. Es ist nicht auszuschlie®en, dass diese Bande bereits positiv super-
spiralisiert ist, also nicht der langsamsten Form der offenen Zirkel entspricht.
Letztere konnten also durchaus langsamer sein, als das unbehandelte Plasmid.
Dafur spricht auch, dass bei den DNA-Proteinquervernetzungsversuchen in
Kapitel 7.4, Seite 142, ein lineares DNA-Fragment durch die positiv geladenen

Addukte umso starker abgebremst wird, je langer die verbindende Alkylkette ist.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die verstarkte Retardation auch
ein kombinierter Effekt von Aufdrillen und positiv geladenen Addukten ist, die
auch superspiralisierte DNA verlangsamen sollten. Da jedoch jede cis-Platin-
sphare, die an DNA bindet, gleichermalen eine positive Ladung an der DNA
erzeugt, sollte der Einfluld der positiven Ladungen auf die superhelicalen Plas-
mide fur alle Verbindungen gleich und damit vernachlassigbar sein.

Insgesamt fuhrt also ein zunehmender Abstand der beiden Platinsphare zu
starkerem Aufdrillen und zu weniger Biegungen in der DNA, wodurch sich die

positiven Ladungen der Addukte in der Gelelektrophorese bemerkbar machen.
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4.7 Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) weist ein geringeres Aufwin-
dungspotential auf als die analogen Bisplatinverbindungen (11),
(12), (13) und (14).

Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) dient hier wieder als Vergleichssubstanz. Sie
weist zwar eine ahnliche Struktur auf wie die analogen Bisplatinverbindungen
[(11), (12), (13) und (14)], hat aber keine zweite Platinsphare. Durch den Ver-
gleich soll abgeschatzt werden, welchen Einflu die Alkylkette allein und wel-
chen die Kopplung zweier Platinspharen auf die DNA-Sekundarstrukturver-
anderungen hat (Abb. 38).

M| - | Nonylethylendiaminplatin(ll) |-
(15) [DMSO]

Min h
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Abb. 38: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Plasmid DNA nach einer
Platinierungskinetik mit 60 uM Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) gelést in DMSO.
Zur Orientierung wurde in Spur 1 wurde ein Langenmarker und in den Spuren 2
und 13 unbehandeltes Plasmid aufgetragen.

Im Vergleich zu den Bisplatinverbindungen [(11), (12), (13) und (14)] drillt
Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) die DNA weniger auf. Der Koaleszenzpunkt
wird erst nach drei Stunden erreicht. Andererseits erzeugt (15) eine deutlichere
Verkirzung als die Verbindung Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12), die ja als
einzige der Alkyl-bis-ethylendiaminplatinverbindungen Uberhaupt diesen Effekt
zeigte. Damit drillt Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) die DNA weniger auf, fuhrt
aber zu mehr Biegungen und damit zu einer starkeren Verklrzung, als die
Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13) und (14)]. Das
heillt, dass das Aufdrillen durch die Kopplung der Platinspharen verstarkt wird,
wohingegen Biegungen durch Addukte innerhalb einer Platinsphare verusacht

werden.
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4.8 Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) fuhrt zu den geringsten DNA

Sekundarstrukturveranderungen.

Die am starksten cytotoxischen Verbindungen Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16)
sollte sich gut dafur eigenen, festzustellen, ob es Korrelationen zwischen Cyto-
toxiziat und DNA-Sekundarstrukturveranderungen gibt (Abb. 39).

M|=| Anilin-4H-isochinolin- | -
platin(ll) (16) [DMSO]
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Abb. 39: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Plasmid DNA nach einer
Platinierungskinetik mit 60 uM Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) gelést in DMSO.
Zum Vergleich ist in Spur 1 ein Ld&ngenmarker und in Spuren 2 und 13 ein unbe-
handeltes Kontrollplasmid aufgetragen.

13

Unverkennbar weist Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) die langsamste Kinetik
von allen hier untersuchten Verbindungen auf. Erst nach sechs Stunden sind
leichte Veranderungen zu beobachten. Allerdings tritt sowohl Aufdrillen als auch
Verkurzung durch Biegungen auf. Der Koaleszenzpunkt wird selbst nach
72 Stunden nicht erreicht. Die Kinetik der DNA-Sekundarstrukturveranderungen
weist hier Ahnlichkeit mit den Kinetik der von Cisplatin [DMSQ] (1a) hervorge-
rufenen DNA-Sekundarstrukturveranderungen auf (Kapitel 4.2, Seite 80, Abb.
32). Moglicherweise beeinflussen die Aminliganden die Kinetik der DNA-Se-
kundarstrukturveranderungen weniger als der Austausch eines Chlorids durch
DMSO bei der Solvolyse oder die Oxidation des zentralen Platinatoms zu
Platin(IV). Demzufolge wirden die Nichtabgangsgruppen nur einen geringen
Einfluy auf die Kinetik der DNA-Sekundarstrukturveranderungen ausuben. Fur
die untersuchten Bisplatinverbindungen gilt dies jedoch sicherlich nicht, da bei

diesen sowohl eine Verstarkung des Aufdrillens als auch eine geringer
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werdende Verkurzung durch Biegung der DNA mit zunehmender Lange der

verknipfenden Alkylkette festgestellt wurden.

Die Ergenisse der kinetischen Untersuchungen der DNA-Strukturveranderun-

gen sind in Tabelle 5 zusammengefalit.

Verbindung DNA-Strukturveranderungen

[Losungsmittel] Aufdrillen | Biegung Strang- Koales-
briche zenspunkt

Dodecyl-bis-ethylendi-amin-platin(ll) (14) | ++++ - - <1 Min
[DMSO]

Decyl-bis-ethylendia-minplatin(ll) (13) ++++ - - 5 Min
[DMSO]

Octyl-bis-ethylendi-aminplatin(ll) (12) +++ - - 10 Min
[DMSO]

Hexyl-bis-ethylendi-aminplatin(ll) (11) +++ +++ - 30 Min
[DMSO]

Cisplatin (1) +++ +++ - 1h
[H20]

Bisamid-bisplatin(ll) (8) ++ - - 3h
[DMSO]

Nonylethyl-endiamin-platin(ll) (15) ++ +++ - 3h
[DMSO]

Bisamid-bisplatin(1V) (9) + + ++ n. d.
[H20]

Monoamid-mono-platin(IV) (10) + ++ + n. d.
[H20]

Cisplatin (1a) + + - 72 h
[DMSO]

Anilin-4H-isochinolin-platin(Il) (16) + + - >72 h
[DMSO]

Tabelle 5:  Ubersicht tber die Anderungen der DNA-Struktur durch die Reaktion mit den
Platinkomplexen. Die Komplexe wurden in etwa nach abnehmender Geschwindig-
keit des Aufdrillens geordnet.

Insgesamt konnten wir vier verschiedene Effekte beobachten, die das Laufver-

halten der DNA in der Agarosegelelektrophorese beeinflussen: Das Aufdrillen

der DNA vermindert die Superhelizitat und verringert damit die Kompaktheit der

DNA. Dies fuhrt bei der Elektrophorese zu einer Retardation. Als Zweites kon-

nen bestimmte Platinaddukte die DNA biegen. Die Summe mehrerer, nicht-pe-

riodischer Biegungen fuhrt zu einer scheinbaren Verkurzung der DNA, die damit
kompakter wird und schneller durch das Gel wandert. Tritt dieser Effekt nicht
auf, so fuhren die positiven Ladungen der Platinaddukte, die die negative

Nettoladung der DNA vermindern, zu einer geringeren Beschleunigung im elekt-
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rischen Feld. Als Folge davon wandert eine entspannte DNA langsamer. Als
Letztes verursachen Platin(IV)-Verbindungen DNA-Einzelstrangbriche. Wenn-
gleich keine der beobachteten Veranderungen der DNA-Sekundarstruktur ein-
deutig fur die Cytotoxizitat verantwortlich gemacht werden kann, so konnte ein
geringeres Potential, die DNA aufzudrillen, am besten mit der Cytotoxizitat der

entsprechenden Komplexe in Verbindung gebracht werden.

5 Die intermolekulare Verknuipfung der DNA-Strange einer
Helix durch Platinaddukte korreliert nicht mit der Cyto-

toxizitat der Komplexe.

Es liegt nahe, anzunehmen, dass eine Quervernetzung der beiden komplemen-
taren DNA Strange Uber koordinative Bindungen der Platinaddukte zellulare
Prozesse wie die Transkription und insbesondere die Replikation stort, da eine
Trennung der beiden Strange nicht mehr maoglich ist. Da es zudem Arbeiten von
anderen Autoren gibt, die Interstrangverknipfungen fur die Cytotoxizitat der

3 wurde untersucht, inwieweit die uns zur

Komplexe verantwortlich machen,®
Verfiugung stehenden Komplexe die Fahigkeit besitzen, solche DNA-Inter-
strangverknupfungen auszubilden. Die Interstrangverknipfungen der verschie-
denen Komplexe wurden folgendermafien bestimmt: Linearisierte Plasmid DNA
wurde radioaktiv endmarkiert und mit verschiedenen Konzentrationen der Kom-
plexe behandelt. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde ein Aliquot entnommen und
die Reaktion gestoppt. AnschlieRend wurde die DNA gereinigt und in einem
denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde ge-
trocknet und die DNA mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Unbehandelte
DNA bzw. DNA, deren Strange nicht koordinativ miteinander verknupft sind,
wandert im denaturierenden Gel als Einzelstrange. Interstrangverknipfungen
fuhren dazu, dass die DNA-Strange sich nicht trennen kénnen, und die ver-
netzte DNA deswegen starker retardiert wird. Somit missen die langsameren
DNA-Molekule mindestens eine Interstrangverknipfung tragen. DNA-Molekule
mit Mono- oder Intrastrangaddukten werden unter diesen Bedingungen dage-
gen nicht von DNA ohne Platinaddukte getrennt. DNA ohne Interstrangver-

knUpfungen wird im Folgenden mit ,freie“ DNA bezeichnet.
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5.1 Die Solvolyse von Cisplatin in DMSO reduziert die Zahl der Inter-

strangverkniipfungen.

Zuerst wurde untersucht, wie die Solvolyse in DMSO die Fahigkeit von Cispla-
tin, zwei komplementare DNA-Strange koordinativ zu verknupfen verandert
(Abb. 40).

-| cisplatin [H20] (1) |-| Cisplatin [DMSO] (1a)| -
h h
1 6 24 72l0] 3 9 48 |0

0 3 9 48 1 6 24 72
1uM
Interstrang- |
verknupfte
DNA _
Jfreie“ DNA —' N
10 uM
Interhelical- {
verknupfte |
DNA
Interstrang- :
verknupfte
DNA

Jfreie“ DNA —'
1 3

5 7 9 11 13 15 17
2 4 6 8 10 12 14 16

Abb. 40: Autoradiographie des denaturierenden Agarosegels im Anschlul an die elektro-
phoretische Auftrennung von linearisierter, radioaktiv markierter Plasmid DNA nach
einer Platinierungskinetik zwischen 1 h und 72h mit 1 pM (oben) bzw. 10 uM
(unten)Cisplatin geldst in H,O (1) (links) bzw. DMSO (1a) (rechts).

Cisplatin [H20] (1) verknupft bei einer Konzentration von 1 pM bereits nach ei-
ner Stunde einen Groldteil der DNA-Strange (Spur 2), nach sechs Stunden
(Spur 4) sind keine DNA-Molekule mehr vorhanden, die nicht mindestens eine
Interstrangverknupfung aufweisen. Nach der Solvolyse in DMSO hingegen sind

bei derselben Konzentration auch nach langerer Inkubationszeit kaum Inter-

strangverknipfungen erkennbar.
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Erhdht man die Konzentration auf 10 uM, so weist sowohl bei der Behandlung
mit Cisplatin [H2O] (1) als auch mit Cisplatin [DMSO] (1a), jedes DNA Molekul
bereits nach einer Stunde mindestens eine Interstrangverknitpfung auf. Man
beobachtet hier auch noch eine weitere, noch langsamere Bande. Dabei han-
delt es sich wahrscheinlich um interhelical verknupfte doppelstrangige DNA
Helices. Verkurzt man jedoch die Reaktionszeit, so wird der Unterschied der
beiden Cisplatinpraparationen wieder sichtbar (Abb. 41). Wahrend fur Cisplatin
[H20] (1) bereits nach funf Minuten keine ,freie* DNA mehr vorhanden ist, dau-
ert dies fur Cisplatin [DMSQO] (1a) 30 Minuten.

- | Cisplatin [H,0] (1) | - | Cisplatin [DMSO] (1a) | -
Min Min
1 10 60 |0 5 30 0
0 5 30 1 10 60
10 uM
interstrang-
verknupfte
DNA
Jfreie” DNA —
11 13
2 4 6 8 10 12
Abb. 41: Autoradiographie des denaturierenden Agarosegels im Anschlu an die elektro-

phoretische Auftrennung von linearisierter, radioaktiv markierter Plasmid DNA nach

einer Platinierungskinetik zwischen einer Minute und 60 Minuten mit 10 uM Cispla-

tin geldst in H,O (1) (links) bzw. DMSO (1a) (rechts).
Bei allen hier gezeigten Experimenten wird bei einer Erhdhung des Platinie-
rungsgrades eine beschleunigte Wanderung der interstrangverknipften DNA-
Molekule beobachtet. Dies ist konsistent mit der Annahme von mehreren Inter-
strangverknupfungen. Wird die DNA an mehreren Stellen zusammengehalten,
entstehen Quasidoppelstrangbereiche und die DNA ist kompakter als eine DNA
die nur an einer Stelle zusammengehalten wird. Damit wandern DNA-Molekule

mit mehreren Interstrangverknipfungen in der Agarosegelelektrophorese
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schneller, ereichen jedoch unter den verwendeten Bedingungen nie die Mobili-

tat der ,freien” DNA.

Die Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass die Solvolyse in DMSO die
Ausbildung von koordinativen Interstrangverknupfungen durch Cisplatin (1)

verlangsamt.



Ergebnisse 100

5.2 Bisamid-bisplatin(ll) (8) erzeugt mehr Interstrangverknupfungen
als Cisplatin [H20] (1).

Bisplatinverbindungen weisen ein breiteres Spektrum an mdglichen DNA-Ad-
dukten auf, und es sollte untersucht werden, ob dies die Zahl der Interstrang-
verknipfungen erhoht. Die Autoradiographie des Agarosegels ist in Abb. 42
abgebildet. Schon bei einer Konzentration von 1 uM wurde bereits nach einer
Minute keine DNA mehr ohne mindestens eine Strangverknipfung gefunden.
Bei 10 uM waren die DNA-Moleklle so stark quervernetzt, dass sie nicht mehr

in das Agarosegel gelangen konnte und in den Auftragstaschen blieben.

1 uM 10 uM
- | Bisamid-bisplatin(ll)| - | Bisamid-bisplatin(ll)| -
(8) [DMSO] (8) [DMSO]
Min Min
1 10 60| O 5 30 0
0 5 30 1 10 60

ol
L

interhelical <
verknupfte
DNA _

interstrang- ‘
verknupfte : .
DNA '

—_-

1 3 5 7 9 11 13
2 4 6 8 10 12

Abb. 42: Autoradiographie des denaturierenden Agarosegels im Anschlu an die elektro-
phoretische Auftrennung von linearisierter, radioaktiv markierter Plasmid DNA nach
einer Platinierungskinetik zwischen 1 Min. und 1 h mit 1 uM (links) bzw. 10 uM
(rechts) Bisamid-bisplatin(ll) (8) geldst in DMSO.

Jfreie” DNA
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Damit wurde gezeigt, dass trotz der Solvolyse in DMSO Bisamid-bisplatin(ll) (8)
mehr Interstrangverknipfungen und mehr interhelicale Vernetzungen erzeugt
als Cisplatin [H20] (1).

5.3 Bisamid-bisplatin(lV) (9) bildet mehr Interstrangverknupfungen
aus als die analoge mononukleare Verbindung (10).

Mit den analogen Platin(IV)-Verbindungen (9) (zweikernig) und (10) (einkernig)
sollte zuerst untersucht werden, ob die wegen ihrer oktaedrischen Koordination
sterisch anspruchsvolleren Platin(lV)-Komplexe in der Lage sind, zwei DNA-
Strange einer Helix miteinander zu verknupfen. Gegebenenfalls kann fur diese
Komplexe (9) und (10) der Einflu® der Koppelung zweier Platinspharen Uber
einen gemeinsamen Liganden auf die Ausbildung von Interstrangverknutpfun-
gen verfolgt werden. Die Autoradiographie des Agarosegels in Abb. 43 zeigt,
dass die mononukleare Verbindung Monoamid-monoplatin(IV) (10) bereits nach

einer Stunde erste Interstrangverknipfungen ausbildet (Spur 2).

- Monoamid-mono- | - Bisamid-bis- -
platin(lV) [H20] (10) platin(IV) [H20] (9)
h h
1 6 24 72|10 3 9 48 0

0 3 9 48 1 6 24 72
1uM
Interstrang- ' ' §
verknupfte ,
DNA : ® -

freie DNA — (e & ' '
1 3 5

7 9 11 13 15 17
2 4 6 8 10 12 14 16

Abb. 43: Autoradiographie des denaturierenden Agarosegels im Anschlu an die elektro-
phoretische Auftrennung von linearisierter, radioaktiv markierter Plasmid DNA nach
einer Platinierungskinetik zwischen 1 h. und 72 h mit 1 uM der Platin(IV)-Verbin-
dungen Monoamid-monoplatin(IlV) (10) (links) bzw. Bisamid-bisplatin(IV) (9)
(rechts) geldst in H,O.

Je langer die Reaktion andauert, umso mehr solcher Verknupfungen entstehen

und die Menge der ,.freien® DNA nimmt ab. Nach 24 Stunden gibt es keine

DNA-Molekule mehr, die nicht wenigstens eine Interstrangverknipfung tragen

(Spur 6). Dies ist fur die Bisplatinverbindung (9) bereits nach einer Stunde der
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Fall. Demzufolge fuhrt die Koppelung zweier Platinspharen Uber einen gemein-
samen Liganden auch fur Platin(IV)-Verbindungen zu einer vermehrten Ausbil-

dung von Interstrangverknipfungen.

Monoamid-monoplatin(lV) (10) bildet Interstrangverknupfungen nur unwesent-
lich langsamer als Cisplatin [H20] (1). Wie in Kapitel 4.5 auf Seite 89 beschrie-
ben, veranderte Cisplatin [H2O] (1) hingegen die DNA-Sekundarstruktur we-
sentlich schneller als Monoamid-monoplatin(lV) (10). Eine Erklarung dafur
konnte sein, dass die oktaedrische Anordnung der Liganden bei Komplexen mit
Platin(1V) als Zentralatom die Ausbildung von Interstrangverknupfungen sterisch
weniger behindert als die Ausbildung von Addukten innerhalb eines DNA-
Stranges. Das heildt, dass die Ausbildung von Intrastrangaddukten der Pla-
tin(IV)-Verbindungen, eventuell aufgrund der gro3eren raumlichen Ausdehnung
der Platin(lV)-Komplexe oder sterischer Hinderungen, langsamer ist als bei
Cisplatin (1) und dadurch sich auch die DNA-Sekundarstruktur langsamer ver-
andert, wohingegen Interstrangverkntpfungen in etwa gleich schnell ausgebil-

det werden, also hier offenbar keine sterischen Hinderungen auftreten.

54 Die Fahigkeit Interstrangverkniipfungen auszubilden nimmt mit
der Lange der verbindenden Alkylkette in den Alkyl-bis-ethylen-
diaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12), (13) und (14) zu.

Je langer die verbindenden Alkylkette in den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-
Komplexen [(11), (12), (13) und (14)] ist, umso groRer ist der Aktionsradius der
zweiten Platinspharen, nachdem sich ein Monoaddukt an DNA ausgebildet hat.
Dadurch kénnte auch die Ausbildung von Interstrangverknipfungen begulnstigt
werden. In der Tat wurden bei einer Konzentration von 1 uM schon nach einer
Minute fur alle diese Verbindungen keine DNA mehr ohne Interstrangverknipf-
ung gefunden (Daten nicht gezeigt). Wie bei Bisamid-bisplatin(ll) (8) (Kapi-
tel 5.2, Seite 100) war auch hier bei Konzentrationen von 10 pM die DNA so
stark quervernetzt, dass sie nicht mehr in das Agarosegel einlief (Daten nicht
gezeigt). Um den Einfluy der Spacerlange untersuchen zu kénnen, wurde der
Versuch mit einer zehnfach niedrigeren Konzentration, also 1 uM, wiederholt.

Abb. 44, Seite 103) zeigt die Autoradiographie dieses Agarosegels.
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Abb. 44:
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Autoradiographie des denaturierenden Agarosegels im Anschlu an die elektro-
phoretische Auftrennung von linearisierter, radioaktiv markierter Plasmid DNA nach
einer Platinierungskinetik zwischen 1 h und 72 h mit jeweils 0,1 uM der Alkyl-bis-
ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13) und (14)] gelést in DMSO.
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Die Verbindungen mit den kurzeren Alkylketten Hexyl-bis-ethylendiaminplatin(Il)
(11) mit n = 6 bzw. Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) mit n = 8 bildeten bei
dieser geringen Konzentration keine Interstrangverknipfungen mehr aus. Eine
Verlangerung der Alkylkette um zwei Methylengruppen bewirkt wenige Inter-
strangverknupfungen nach ca. neun Stunden (Decyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)
(13) mit n = 10). Die meisten koordinativen Verbindungen zwischen den zwei
komplementaren DNA-Strangen bildet Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14)
(n =12) aus. Nach einer Stunde sind deutlich die ersten, miteinander verknupf-
ten Strange zu sehen. Diese Population nimmt dann mit zunehmender Reak-

tionszeit zu.

Je langer also die Alkylkette der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe ist,
desto mehr Interstrangverknupfungen bilden sich.

5.5 Die Fahigkeit Interstrangverknupfungen auszubilden ist bei
Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) weit weniger ausgepragt als fur
die analogen Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe (11), (12),
(13) und (14).

Entsprechend den Platin(IV)-Verbindungen (Kapitel 5.3, Seite 101) sollte auch
fur die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe [(11), (12), (13) und (14)] un-
tersucht werden, ob eine Kopplung von zwei Platinspharen tber eine Alkylkette
zu mehr Interstrangaddukten fuhrt als eine analoge mononukleare Verbindung.
Bei einer Konzentration von 1 pyM der mononuklearen Verbindung Nonyl-ethy-
lendiaminplatin(ll) (15) wurden nach 72 Stunden noch keine Interstrangver-
knupfungen beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Da alle analogen Bisplatinverbindungen [(11), (12), (13) und (14)] unter diesen
Bedingungen schon nach einer Stunde an jedem DNA-Molekill mindestens eine
Interstrangverknupfung gebildet haben (Kapitel 5.4, Seite 102), fuhrt die Kopp-
lung von zwei Platinspharen in einem Komplex, die naturlich bei gleicher Kom-
plexkonzentration die Konzentration der cis-Platinspharen verdoppelt, zur Aus-
bildung von mehr Interstrangverknipfungen als es bei einer Verdoppelung der
Platinaddukte einer mononuklearen Verbindung der Fall ware. Das heil3t, dass
ein Teil der Interstrangverknupfungen der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(l1)-Kom-
plexe [(11), (12), (13) und (14)] nicht innerhalb einer Platinsphare entstehen.
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Vielmehr bestehen diese Verknupfungen aus zwei Platinaddukten, die Uber

eine Alkylkette miteinander verbunden sind.

5.6 Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) bildet die wenigsten Inter-

strangverknupfungen aus.

Auch fur Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16), mit dem mit sterisch anspruchsvol-
len Liganden, wurde die Ausbildung von Interstrangverknipfungen untersucht.
In der Autoradiographie in Abb. 45 ist zu sehen, dass nach einer Stunde eine
Bande entsteht, die nicht eindeutig identifiziert werden kann. Vermutlich handelt
es sich um DNA-Molekule mit monofunktionalen Platinaddukten, die das Lauf-
verhalten des Einzelstranges durch Veranderungen der DNA-Struktur beein-
flussen. Madoglicherweise fuhrt das Isochinolinringsystem Uber zusatzliche
Wechselwirkungen mit den DNA-Basen zu einer ungewohnlichen Basenstape-
lung. Mit zunehmender Reaktionszeit wird diese Bande schwacher. Dies konnte

ein Hinweis sein, dass die Addukte in bifunktionale Addukte Ubergehen.

Trotz der vergleichsweise hohen Konzentration von 10 uM dauert es fur (16)
sechs Stunden dauert, bis sich die ersten Interstrangverknlipfungen ausbilden
(Spur 4).

10 uM - | Anilin-4H-isochinolin-| -
platin(ll) (16) [DMSO]
h
1 6 24 72

0 3 9 48 1|0

interstrang-
verknupfte
DNA

,freie“ DNA

2 4 6 8

Abb. 45: Autoradiographie des denaturierenden Agarosegels im Anschlul an die elektro-
phoretische Auftrennung von linearisierter, radioaktiv markierter Plasmid DNA nach
einer Platinierungskinetik zwischen 1 h und 72 h mit 10 uM Anilin-4H-isochinolin-
platin(ll) (16) gelost in DMSO.

Der Anteil der DNA mit verknipfenden Addukten nimmt im weiteren Verlauf zu.

Doch selbst nach 72 Stunden (Spur 8) ist noch ein groRer Teil der eingesetzten
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DNA als ,freie” DNA vorhanden. Als Vergleich kann zum Beispiel herangezogen
werden, dass bei Cisplatin [DMSO] (1a) unter diesen Bedingungen bereits nach
30 Minuten jedes DNA Molekul mindesten eine Interstrangverknipfung aufwies,
also keine ,freie® DNA mehr beobachtet wurde (Kapitel 5.1, Seite 97). Bei den
DNA-Sekundarstrukturveranderungen (Kapitel 4.8, Seite 94) wurde die ahnliche
Kinetik der DNA-Sekundarstrukturveranderungen dieser beiden Verbindungen
auf den geringen Einflu® der Aminliganden zurtckgefuhrt. Im Gegensatz dazu
scheint der sterisch anspruchsvollere 1-(2-Aminophenyl)-6,7-dimethoxy-
1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-Ligand  von  (16) die  Ausbildung von

Interstrangverknipfungen starker zu beeintrachtigen.

Demnach bildet Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) von allen untersuchten Ver-

bindungen die wenigsten Interstrangverknupfungen aus.

Zusammengefaldt verlangsamt also die DMSO Solvolyse von Cisplatin (1) auch
die Ausbildung von Interstrangverknipfungen. Dagegen wurden fur alle Bis-
platinverbindungen [(8), (9), (11), (12), (13) und (14)] viele Interstrangver-
knupfungen beobachtet. Aus dem Vergleich mit den analogen Monoplatinver-
bindungen (10), (15) Iasst sich schliel3en, dass viele dieser Verknupfungen auf
Addukte zweier Platinspharen zurlckzuflihren sein mussen, die Uber einen
Brickenliganden die beiden DNA-Strange kovalent verbinden. Die Oxidation
des Zentralatoms zu Platin(lV) verlangert die Reaktionszeit fur die Ausbildung
von |Interstrangverknupfungen nur geringfugig. Liganden des 1-(2-Amino-
phenyl)isochinolin-Typs dagegen beeintrachtigen die Verknlpfung zweier DNA
Strange erheblich, so dass fur die Verbindung Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16)
eine deutlich langere Reaktionszeit als flr die Ubrigen untersuchten Verbindun-

gen beobachtet wird.

Gerade die langsame Ausbildung von Interstrangverknipfungen von Anilin-4H-
isochinolinplatin(ll) (16), und die schnelle Zunahme an diesen Verknupfungen
bei den Bisplatinverbindungen stehen in klarem Widerspruch zu der starken
Cytotoxizitat des Anilin-4H-isochinolinplatin(ll)komplexes bzw. der um mindes-
tens eine Grolenordnung geringeren Cytotoxizitat der Bisplatinverbindungen.
Es gibt also keine Korrelation zwischen der Zahl der Interstrangverknipfungen
in vitro und der Cytotoxizitat der Komplexe. Es kann mit diesem rein quantitati-

ven Test allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass spezielle Interstrang-
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verknipfungen dennoch cytotoxisch sind. Soweit Schlisse von in vitro Untersu-
chungen auf Phanomene in Zellen moéglich sind, ist jedoch klar, dass eine ko-
valente Verbindung der beiden DNA Strange uber Platinaddukte fur die Cyto-

toxiziat der Komplexe nicht ausreichend ist.

6 Unterschiede in der Reparatureffizienz der verschie-
denen Platinkomplexe sind geringer als die Sensitivitat

des in vitro-DNA-Reparatur-Tests

Neben der Entstehung der Platinaddukte an DNA spielt naturlich auch deren
Persistenz eine entscheidende Rolle. Faktoren, die die Persistenz der Addukte
beeinflussen, wie Umlagerungen, DNA-Reparatur oder auch Verdrangung der
Komplexe von den DNA-Basen durch starkere Liganden kénnten Addukte wie-
der von der DNA entfernen oder zumindestens unschadlich machen. Komplexe,
die nur wenig cytotoxisch sind, konnten z.B. Addukte an der DNA ausbilden, die
zwar stark cytotoxisch wirken wirden, die jedoch von einem Reparatursystem
besser erkannt, repariert und damit unschadlich gemacht werden. Um diese
Hypothese zu Uberprufen, wurde ein in vitro-DNA-Reparatur-Test, der von
Wood et al.®* vorgestellt worden ist, in unserem Labor etabliert. Bei diesem Test
wird modifizierte Plasmid DNA mit einem zellfreien Extrakt inkubiert, der unter
anderem DNA-Reparaturproteine enthalt. Sperrige Addukte, wie sie zum
Beispiel bei der Reaktion mit Cisplatinanaloga entstehen oder auch Pyrimidin-
Dimere, werden dann von dem Nukleotid-Exzisionsreparatursystem erkannt
und ein Oligonukleotid, das diesen Schaden tragt, wird ausgeschnitten. Die ent-
standene Liicke wird durch DNA-Polymerisation aufgefiillt und ligiert.** Diese
DNA-Reparatursynthese kann durch Einbau radioaktiv markierter Nukleotide
nachgewiesen werden. Um die Hintergrundaktivitat an DNA-Synthese
bestimmen zu kdnnen, wird ein zweites, unmodifiziertes Kontrollplasmid, wel-
ches sich durch seine GrofRe von dem geschadigten Plasmid unterscheidet, hin-
zugefugt. Nach der Reparaturreaktion wird die DNA gereinigt und die beiden
Plasmide in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Anhand der Auto-
radiographie des Agarosegels kann dann die DNA-Synthese und nach Abzug
der Hintergrundaktivitat die DNA-Reparatursynthese wahrend der Reaktion ab-

geschatzt werden.
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6.1 An einem UV-strahlengeschadigten Plasmid kann DNA-

Reparatursynthese nachgewiesen werden

Zur Etablierung des DNA-Reparatursynthesetest wurde als unabhangige Kon-
trolle UV-Strahlung eingesetzt, um die DNA in vitro zu schadigen. Es wurde ein
Plasmid Il fur verschiedene Zeiten (5 — 60 Min.) mit UV-Licht bestrahlt und dann
zusammen mit einem unmodifizierten Kontrollplasmid | mit einem zellfreien Ex-
trakt behandelt. Nach der Aufreinigung wurden die beiden Plasmide in einer
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Fur die Elektrophorese wurde Ethidium-
bromid in das Gel miteingeschlossen. Die gewahlte Ethidiumbromidkonzentra-
tion verandert das Laufverhalten von geschlossenen Plasmiden so, dass
superspiralisierte DNA (sc) von entspannten Plasmiden und unter diesen kova-
lent geschlossene (ccc) von offenen Zirkel (oc) unterschieden werden konnen.
Das Ergebnis einer solchen Agarosegelelektrophorese ist auf Seite 111 in Abb.
46 oben gezeigt. Details sind in der zugehorigen Bildunterschrift erklart. Auf der
linken Seite sind in den Spuren 2 und 3 die unbehandelten Plasmide | bzw. Il
aufgetrennt. Durch die Interkalation von Ethidiumbromid wird die superspirali-
sierte DNA (sc) aufgewunden,® das heiRt, dass die negative Superspiralisie-
rung abnimmt bzw. positiver wird. Die superspiralisierte DNA (sc) wandert des-
wegen nur noch wenig schneller als die offenen Zirkel (oc). Bei entspannten
Plasmiden fuhrt dieses Aufdrillen zu positiver Superspiralisierung. Damit wan-
dern die in Losung ohne Ethidiumbromid entspannten Zirkel im Gel als positiv
superspiralisierte DNA schneller, werden aber weiterhin mit ccc bezeichnet. Da
das Laufverhalten von offenen, entspannten Zirkeln (oc) durch die Interkalation
von Ethidiumbromid kaum verandert wird, kbnnen geschlossene (ccc) und of-
fene (oc) entspannte Zirkel also anhand ihres Laufverhaltens in der ethidium-
bromidhaltigen Agarosegelelektrophorese unterschieden werden. Als Referenz
fur das geschlossene, entspannte Plasmid Il wurde dieses mit Topoisomerase |
aus Weizenkeimen behandelt, die superspiralisierte DNA (sc) entspannt (ccc)
(Spur 9).

In den Spuren 4 bis 8 wurden die beiden Plasmide nach der Behandlung mit
einem zellfreien Extrakt aufgetrennt. Ein erster Hinweis fur die Wirkung von en-
zymatischer Aktivitat ist, dass die beiden Plasmide nicht mehr superspiralisiert

(sc) sondern als entspannte, geschlossene DNA-Moleklle (ccc) vorliegen.
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Diese werden im Agarosegel durch die Interkalation von Ethidiumbromid auf-
gewunden. Die Umwandlung von superspiralisierter DNA (sc) in geschlossene,
entspannte Zirkel (ccc) weist auf Enzyme hin, die Strangbriche einfihren und
diese wieder schliel3en (Ligation). Aufgrund der fehlenden Nukleosomen, die
die DNA in Zellen in ihrer superspiralisierten Form halten wiirden,® fiihrt ein
Strangbruch zur Entspannung des Molekils. Die anschlieRende Ligation ver-
knUpft lediglich wieder die beiden freien Enden, fuhrt aber keine Superspiralisie-
rung ein, so dass geschlossene, entspannte Zirkel entstehen. In den Spuren 4
- 8 ist daruber hinaus eine deutliche Zunahme der offenen Zirkel (oc) zu sehen.
Bei genauere Betrachtung fallt weiter auf, dass in denselben Spuren die Menge
an superspiralisierter DNA abnimmt. Das heil3t, dass viele Strangbriche bei

zunehmender Schadigung der DNA nicht mehr geschlossen werden.

Um die quantitative Auswertung zu erleichtern, wurden die Plasmide mit einem
Restriktionsenzym linearisiert und in den Spuren 10 bis 16 aufgetragen. Lineare
DNA-Molekule werden in der Agarosegelelektrophorese nur entsprechend ihrer
GrolRe aufgetrennt. In den Spuren 12 bis 14 sind jedoch noch Banden von offe-
nen Zirkeln des Plasmids Il zu sehen. Offenbar fihren die UV-Schaden an der
DNA dazu, dass ein Teil der Plasmide nicht mehr vollstandig geschnitten wer-

den kann.

Die Autoradiographie des Gels, die auf Seite 111 in Abb. 46 unten zu sehen ist,
dient dazu, den Einbau radioaktiver Nukleotide zu bestimmen. Anhand der
linearisierten Plasmide auf der rechten Seite (Spuren 10 - 14) laf3t sich der ge-
samte Einbau radioaktiver Nukleotide in die beiden Plasmide gut quantifizieren.
In das Kontrollplasmid | wurden nur wenige radioaktive Nukleotide eingebaut
und der Einbau in das ungeschadigte Plasmid Il in Spur 10 ist damit vergleich-
bar. Das heilt, dass die Hintergrundaktivitat der DNA-Synthese fur beide Plas-
mide gleich ist. Mit zunehmender Bestrahlungszeit wird die Bande des Plas-
mids Il jedoch immer dunkler. Das heil3t, dass die DNA-Syntheseaktivitat mit
den UV-Schaden zunimmt und folglich, abzuglich des Hintergrundes, DNA-Re-
paratursyntheseaktivtat ist.

Auf der linken Seite (Spuren 4 — 8) beobachtet man fir das Kontrollplasmid |
sowohl in den offenen Zirkeln (oc), als auch in den geschlossenen Zirkeln (ccc)

nur schwachen Einbau. Fur das UV-geschadigte Plasmid Il dagegen nimmt der
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Einbau, sowohl bei den offenen Zirkel (oc) als auch bei den geschlossenen,
entspannten Plasmide (ccc), deutlich zu (Spuren 4 -8). Mit zunehmender
Schadigung der DNA steigt, sowohl der Radioaktivitatseinbau, als auch der
Anteil der DNA-Molekule, die noch einen Strangbruch aufweisen (oc), was dar-
auf hindeutet, dass in diesen Plasmiden die Reparaturaktivitat zunimmt, aber
zumindestens eine Reparaturreaktion noch nicht vollstandig abgelaufen ist.
Letztendlich ist die Population der geschlossenen Zirkel (ccc) zur Beurteilung
der DNA-Reparatur entscheidend, denn nur wenn in das Plasmid radioaktive
Nukleotide eingebaut worden sind und das Molekul danach durch Ligation wie-
der geschlossen wurde, wurde zumindestens ein DNA-Schaden vollstandig re-
pariert. Die Zunahme des radioaktiven Einbaus in den geschlossenen Zirkeln
(ccc) kann als Beweis angesehen werden, dass Nukleotid-Excisions-Reparatur

erfolgt ist.
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Abb. 46: DNA-Reparatursynthesetest von zunehmend UV-geschadigter DNA.

A Oben: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Kontrollplasmid |

und UV-geschadigtem Plasmid Il mit 40 pg/I Ethidiumbromid.
€ links: Plasmide in zirkularer Form:

Von links nach rechts wurde zuerst ein Langenmarker
aufgetragen, dann folgen das superspiralisierte Kontrollplasmid |
und das superspiralisierte Plasmid Il, die beide nicht mit dem

Extrakt behandelt worden sind.

Im Anschluf® daran folgen in den Spuren 4 - 8 das Kontrollplas-
mid |, das zusammen mit dem Plasmid Il, welches 0, 5, 15, 30
und 60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt worden war, mit dem

zellfreien Extrakt behandelt worden ist.

In Spur 9 folgt Plasmid Il das durch Topoisomerase | von der
superspiralisierten Form in entspannte, geschlossene Zirkel (ccc)

Uberfuhrt worden ist.

=> rechts: Plasmide, die nach der Behandlung mit dem zellfreien Extrakt

durch das Restriktionsenzym EcoR | linearisiert worden sind:

Weiter von links nach rechts folgen nun in den Spuren 10 - 14
wieder das Kontrollplasmid I, das zusammen mit dem Plasmid I,
welches 0, 5, 15, 30 und 60 Minuten mit UV-LIcht bestrahlt

worden war, mit dem zellfreien Extrakt behandelt worden ist.
(Fortsetzung nachste Seite)



Ergebnisse 112

Fortsetzung der Bildunterschrift zu Abb. 46
Daran anschlielRend folgen das Kontrollplasmid | und Plasmid I,
die beide nicht mit dem Extrakt behandelt worden sind.
Nach einer freien Spur folgt ganz rechts nochmals der Grofien-
marker.
V¥ Unten: Autoradiographie des Agarosegels im AnschluR an die elektrophoretische
Auftrennung von Kontrollplasmid | und UV-geschadigtem Plasmid Il
€ links: Plasmide in zirkularer Form:
Von links nach rechts befindet sich in den Spuren4 -8 das
Kontrollplasmid I, das zusammen mit dem Plasmid Il, welches 0,
5, 15, 30 und 60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt worden war, mit
dem zell-freien Extrakt behandelt worden ist.
=> rechts: Plasmide, die nach der Behandlung mit dem zellfreien Extrakt
durch das Restriktionsenzym EcoR | linearisiert worden sind:
Weiter von links nach rechts folgen nun in den Spuren 10 - 14
wieder das Kontrollplasmid I, das zusammen mit dem Plasmid ll,
welches 0, 5, 15, 30 und 60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt
worden war, mit dem zellfreien Extrakt behandelt worden ist.

6.2 Es gibt eine optimale Proteinkonzentration fir den DNA-Repara-

tursynthesetest.

Die Reparaturenzyme sollten fur einen Vergleichstest moglichst nicht limitierend
sein. Um den Einflud der Proteinkonzentration auf die DNA-Syntheserate zu
uberprufen, wurde eine definierte Menge an UV-geschadigtem Plasmid Il zu-
sammen mit dem Kontrollplasmid mit steigenden Mengen an Extrakt behandelt.
Dabei wurde zum Einen ein Ganzzellextrakt,?® wie von Wood et al.** fir den
DNA-Reparatursynthesetest vorgeschlagen, verwendet. Zusatzlich wurde ein
Kernextrakt eingesetzt, der urspriinglich von Dignam et al.®' fiir Transkriptions-
untersuchungen entwickelt worden war. Nach der achtstundigen Behandlung
mit den Extrakten wurden die Plasmide gereinigt und wieder in einer ethidium-
bromidhaltigen Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Abb. 47, Seite 114, zeigt
oben das Agarosegel. Die Ethidiumbromidkonzentration und damit auch die
Anderungen des Laufverhaltens der Plasmide sind wie in Kapitel 6.1, Seite 108,
beschrieben. Genaue Angaben zu den Bildern finden sich in der Bildunterschrift
auf Seite 114. Zur Orientierung dienen die Plasmide | und II, die in den
Spuren 2 und 3 aufgetragen sind, bzw. in den Spuren 13 und 14 nach der
Behandlung mit Topoisomerasel. In den Spuren4 bis 7 wurden das
Kontrollplasmid | und das mit UV-Licht bestrahlte Plasmid Il mit zunehmenden
Mengen des Kernextrakts behandelt, in den folgenden Spuren 8 bis 12 mit
zunehmenden Mengen des Ganzzellextrakts. Bei der jeweils geringsten Menge
von 0,1 pg Extrakt sind die Plasmide fast unverandert. Der grofdte Teil liegt

superspiralisiert (sc) vor, nur ein geringer Teil weist Strangbriiche auf (oc). Das
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heil3t aber auch, dass die Zunahme der Population der offenen (oc) bzw.
geschlossenen (ccc) Zirkel auf Kosten der superspiralisierten DNA, wie er in
den jeweils folgenden Spuren 5 bis 7 bzw. 9 bis 12 zu beobachten ist, auf
Enzyme des Extrakts zurlckzufuhren ist und kein Artefakt durch Erwarmen
oder Pufferbestandteile sein kann.

Zur Vereinfachung der Quantifizierung wurden auf der rechten Seite des Gels
die gleichen Proben nach Linearisierung mit einem Restriktionsenzym noch-
mals aufgetragen. Das Kontrollplasmid | scheint etwas mehr zu sein als Plas-
mid Il, aber die Mengen des jeweiligen Plasmids in den einzelnen Spuren sind

konstant.
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Abb. 47: EinfluR der Proteinkonzentration auf die DNA-Syntheserate im DNA-Reparatursyn-
thesetest.
A Oben: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Kontrollplasmid |
und UV-geschadigtem Plasmid Il mit40 pg/lI Ethidiumbromid.
€ links: Plasmide in zirkularer Form:
Von links nach rechts wurde zuerst ein Langenmarker aufgetra-
gen, dann folgen das superspiralisierte Kontrollplasmid | und das
superspiralisierte Plasmid Il, die beide nicht mit dem Extrakt be-
handelt worden sind.
(Fortsetzung nachste Seite)
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Fortsetzung der Bildunterschrift zu Abb. 47

= rechts:

Im Anschlul3 daran folgen in den Spuren 4 -7 das Kontrollplas-
mid |, das zusammen mit dem Plasmid ll, welches 60 Minuten
mit UV-Licht bestrahlt worden war, mit 0,1; 1; 10 bzw. 36 ug des
Kernextrakts behandelt worden ist

In den Spuren 8 - 12 folgen das Kontrollplasmid |, das zusammen
mit dem Plasmid Il, welches 60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt
worden war, mit 0,1; 1; 10; 100 bzw. 200 pg des Ganzzellextrakts
behandelt worden ist.

In Spur 13 und 14 folgen Plasmid Il bzw. das Kontrollplasmid I,
welche durch Topoisomerase | von der superspiralisierten Form
in entspannte, geschlossene Zirkel (CCC) tberfiihrt worden sind.
Plasmide, die nach der Behandlung mit den Extrakten durch das
Restriktionsenzym EcoR | linearisiert worden sind:

Weiter von links nach rechts folgen nun in den Spuren 15 — 18
wieder das Kontrollplasmid |, das zusammen mit dem Plasmid I,
welches 60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt worden war, mit 0,1; 1;
10 bzw. 36 pg des Kernextrakts behandelt worden ist.

In den Spuren19 -23 folgen das Kontrollplasmidl, das
zusammen mit dem Plasmid Il, welches 60 Minuten Mit UV-Licht
bestrahlt worden war, mit 0,1; 1; 10; 100 bzw. 200 ug des Ganz-
zellextrakts behandelt worden ist.

Daran anschlielend folgen das Plasmid Il und das Kontroll-
plasmid I, die beide nicht mit Extrakt behandelt worden sind.
Ganz rechts ist nochmals der Langenmarker aufgetragen.

V¥ Unten: Autoradiographie des Agarosegels im AnschluR an die elektrophoretische
Auftrennung von Kontrollplasmid | und UV-geschadigtem Plasmid .

€ links:

= rechts:

Plasmide in zirkularer Form:

Von links nach rechts befindet sich in den Spuren4 -7 das
Kontrollplasmid I, das zusammen mit dem Plasmid Il, welches
60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt worden war, mit 0,1; 1; 10 bzw.
36 ug des Kernextrakts behandelt worden ist.

In den Spuren 8 - 12 folgen das Kontrollplasmid |, das zusammen
mit dem Plasmid Il, welches 60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt
worden war,
mit 0,1; 1; 10; 100 bzw. 200 ug des Ganzzellextrakts behandelt
worden ist.

Plasmide, die nach der Behandlung mit dem zellfreien Extrakt
durch das Restriktionsenzym EcoR | linearisiert worden sind:
Weiter von links nach rechts folgen nun in den Spuren 15 - 18
wieder das Kontrollplasmid |, das zusammen mit dem Plasmid I,
welches 60 Minuten Mit UV-Licht bestrahlt worden war, mit 0,1; 1;
10 bzw. 36 pg des Kernextrakts behandelt worden ist.

In den Spuren19 -23 folgen das Kontrollplasmidl, das
zusammen mit dem Plasmid Il, welches 60 Minuten Mit UV-Licht
bestrahlt worden war, mit 0,1; 1; 10; 100 bzw. 200 pg des Ganz-
zellextrakts behandelt worden ist.

In Abb. 47, Seite 114, folgt unten die Autoradiographie des Gels. In den Spuren

4 und 8 mit den geringsten Proteinmengen ist kein Radioaktivitatseinbau fest-

stellbar. Fur das Kontrollplasmid | sind insgesamt nur sehr schwache Signale

sichtbar. Eine deutliche Zunahme des Radioaktivitatseinbaus beobachtet man

dagegen fur beide Extrakte bei dem UV-geschadigten Plasmid Il. Allerdings

nimmt dieses Signal nach einem Maximum bei 10 pg sowohl fur den Kernex-
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trakt, als auch fur den Ganzzellextrakt mit weiter steigenden Proteinmengen
wieder ab. Noch deutlicher ist das Ergebnis mit den linearisierten Plasmiden auf
der rechten Seite der Autoradiographie zu sehen. Hier wird deutlich, dass auch
die DNA-Synthese im Kontrollplasmid | dasselbe Maximum aufweist, die Sig-
nale jedoch immer deutlich schwacher sind als fur das UV-geschadigte Plas-
mid II.

Eine Proteinmenge von 10 pg sowohl des Kernextrakts, als auch des Ganz-
zellextrakts erweist sich fur den DNA-Reparatursynthesetest fur 1 ug Plasmid-
DNA als optimal. Da kein Unterschied zwischen den beiden Extrakten festge-
stellt wurde, wurde der Test in den folgenden Versuchen in Anlehnung an die

Arbeit anderer Autoren mit dem Ganzzellextrakt durchgefiihrt.*

6.3 Die Aktivitat der DNA-Reparaturenzyme ist in vitro bis zu sechs

Stunden gleichbleibend

Die Proteinmenge allein ist allerdings nur ein begrenzter Hinweis fiur die
Enzymaktivitat, die fir den DNA-Reparatursynthesetest ausschlaggebend ist.
Um festzustellen, ob die Aktivitat sich wahrend der Reaktion andert, wurde die
Kinetik der DNA-Reparatursynthese anhand eines UV-geschadigten Plasmids
untersucht. Unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie in Kapitel 6.2,
Seite 112 wurde das UV-geschadigte Plasmid Il zusammen mit dem
Kontrollplasmid | mit der optimierten Menge Ganzzellextrakt behandelt. Zu be-
stimmten Zeitpunkten wurde ein Aliquot entnommen und die Reaktion gestoppt.
Die DNA wurde gereinigt und in einem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Im Agarosegelbild, oben in Abb. 48, Seite 117,
sieht man rechts vom Marker die beiden unbehandelten Plasmide, das Kon-
trollplasmid | und daran anschlie®end Plasmid Il. In den Spuren 4 bis 11 folgen
dann das Kontrollplasmid |, das zusammen mit dem UV-geschadigten Plas-
mid Il mit Ganzzellextrakt behandelt worden ist. Die Behandlungsdauer nimmt
dabei von links nach rechts von einer Stunde bis zu 24 Stunden zu. Bereits
nach einer Stunde sind alle superspiralisierten (sc) Molekule entspannt, entwe-

der mit einem Strangbruch (oc) oder als geschlossene Zirkel (ccc).
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Abb. 48: Kinetik des DNA-Reparatursynthesetest.

A Oben: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Kontrollplasmid |
und UV-geschadigtem Plasmid Il mit40 ug/l Ethidiumbromid. Alle Plasmide
sind zirkular.

Von links nach rechts wurde zuerst ein Langenmarker aufgetragen, dann
folgen das superspiralisierte Kontrollplasmid | und das superspiralisierte
Plasmid I, die beide nicht mit dem Extrakt behandelt worden sind.

Im Anschluf® daran folgen in den Spuren 4 - 11 das Kontrollplasmid |, das
zusammen mit dem Plasmid Il, welches 60 Minuten mit UV-Licht bestrahlt
worden war, fir 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 bzw. 24h mit je 10pug des
Ganzzellextrakts behandelt worden ist.

(Fortsetzung nachste Seite)
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Fortsetzung der Bildunterschrift zu Abb. 48

V¥ Unten: Autoradiographie des Agarosegels im AnschluR an die elektrophoretische
Auftrennung von Kontrollplasmid | und UV-geschadigtem Plasmid .
Von links nach rechts befindet sich in den Spuren 4 - 11 das Kontrollplas
mid |, das zusammen mit dem Plasmid Il, welches 60 Minuten mit UV-Licht
bestrahlt worden war, fur 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 bzw. 24 h mit je 10 ug des
Ganzzellextrakts behandelt worden ist.

Die Autoradiographie auf Seite 117 (Abb. 48 unten) zeigt fur beide Formen des
Kontrollplasmids | einen mit der Reaktionszeit schwach zunehmenden Radio-
aktivitatseinbau. Fur das UV-geschadigte Plasmid Il ist schon nach einer
Stunde ein deutliches Signal an der Stelle der offenen Zirkel (oc) zu sehen. Die
Signalintensitat nimmt im weiteren Reaktionsverlauf deutlich zu. Diese Zu-
nahme ist zeitlich leicht versetzt auch bei den geschlossenen Molekulen zu be-
obachten. Nach sechs Stunden wird die Zunahme dann geringer. Doch auch
wenn die Intensitat nicht mehr linear mit der Zeit zunimmt, so ist dennoch nach
24 Stunden das Signal am starksten. Das heillt, dass die DNA-Reparaturen-
zyme, die in dem Ganzzellextrakt enthalten sind, fur mehr als zehn Stunden
aktiv bleiben. Bis zu sechs Stunden wird dabei keine Abnahme der Aktivitat be-

obachtet.
6.4 Cisplatin Addukte an DNA werden in vitro ineffizient repariert.

Nachdem der DNA-Reparatursynthesetest etabliert und die entscheidenden
Parameter der des Test analysiert worden sind, wurde die Reparatur von Cis-
platin Addukten an DNA untersucht. Dazu wurde das Plasmid Il mit steigenden
Konzentrationen an Cisplatin [H2O] (1) behandelt. Die DNA wurde dann von
uberschussigem Cisplatin (1) gereinigt. In Abb. 49, Seite 119, ist im Agarosegel
links das zunehmend platinierte Plasmid Il zu sehen. Ebenso wie bei der Kinetik
der DNA-Sekundarstrukturveranderungen in Kapitel 4.2, Seite 80, ist auch hier
sowohl eine Beschleunigung der offenen Zirkel (oc) aufgrund einer Verkirzung
der DNA, als auch eine Verlangsamung der aufgewundenen, superspiralisierten
DNA zu beobachten.
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Abb. 49: DNA-Reparatursynthesetest von Cisplatin Addukten.
A Oben: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Kontrollplasmid |
und Cisplatin behandeltem Plasmid Il. Das Gel wurde nach der Elektropho-
rese mit Ethidiumbromid gefarbt.
€ Links: Zirkulares Plasmid Il nach Behandlung mit steigenden Konzen-
trationen an Cisplatin [H,O] (1):
Ganz links wurde zuerst ein Langenmarker und daran anschlie-
Rend das unbehandelte superspiralisierte Plasmid Il aufgetra-
gen.
Dann folgt das Plasmid Il nach dreistiindiger Behandlung mit 1,
5, 10 bzw. 50 uM Cisplatin [H,O] (1).
Zur Verdeutlichung der DNA-Sekundarstrukturveranderungen
wurde rechts davon in Spur7 nochmals das unbehandelte,
superspiralisierte Plasmid Il aufgetragen.

= € Mitte: Cisplatin (1) geschadigtes Plasmid Il, das zusammen mit dem
Kontrollplasmid | mit Ganzzellextrakt behandelt worden ist:

(Fortsetzung nachste Seite)
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Fortsetzung der Bildunterschrift zu Abb. 49

Weiter von links nach rechts folgen nun in den Spuren 8 — 12
das Plasmid Il vor der Reaktion mit Cisplatin [H,O] (1) und nach
dreistindiger Behandlung mit 1, 5, 10 bzw. 50 pM Cisplatin
[H20O] (1). Diese Plasmide wurden zudem jeweils zusammen mit
dem Kontrollplasmid | mit dem Ganzzellextrakt behandelt.
Daran anschlieRend folgt wieder das unbehandelte superspiral-
isierte Plasmid .

= rechts: Cisplatin (1) geschadigtes Plasmid Il, das zusammen mit dem
Kontrollplasmid I mit Ganzzellextrakt behandelt und ab-
schlieRend wieder deplatiniert worden ist:
In den weiteren Spuren 14 - 18 wurden die gleichen Proben wie
in der Mitte des Gels aufgetragen, allerdings nach einer ab-
schlieRenden Cyanidbehandlung zur Entfernung der Cisplatin-
Addukte.

V¥ Unten: Autoradiographie des Agarosegels.

=> € Mitte: Cisplatin (1) geschadigtes Plasmid Il, das zusammen mit dem
Kontrollplasmid | mit Ganzzellextrakt behandelt worden ist:
Von links nach rechts sind in den Spuren 8 - 12 das Plasmid Il
vor der Reaktion mit Cisplatin [H,O] (1) und nach dreistlindiger
Behandlung mit 1, 5, 10 bzw. 50 uM Cisplatin [H,O] (1) jeweils
mit ungeschadigtem Kontrollplasmid | aufgetragen, die zudem
zusammen mit dem Ganzzellextrakt behandelt worden sind.

=> rechts: Cisplatin (1) geschadigtes Plasmid Il, das zusammen mit dem
Kontrollplasmid I mit Ganzzellextrakt behandelt und ab-
schlieRend wieder deplatiniert worden ist.
In den weiteren Spuren 14 - 18 finden sich die gleichen Proben
wie in der Mitte des Gels aufgetragen, mit dem Unterschied,
dass diese Plasmide abschlieBend mit Cyanid behandelt
worden sind, um Cisplatin-Addukte wieder zu entfernen.

Ein Teil der so geschadigten DNA wurde dann zusammen mit dem Kontroll-
plasmid | mit Ganzzellextrakt behandelt. Da dieses Gel erst nach der Elektro-
phorese mit Ethidiumbromid gefarbt worden ist, wurde das Laufverhalten der
geschlossenen Zirkel nicht wie bei den vorangegangenen Elektrophoresen
(Abb. 46, Seite 111, Abb. 47, Seite 114 und Abb. 48, Seite 117) durch
Interkalation beeinflusst. Bei der Ligation der Strangbriche in offenen Zirkeln
entstehen nur zum Teil wirklich entspannte Zirkel. Aufgrund der Brown’schen
Molekularbewegung formen die DNA-Helices zufallige Superhelices. Die
Schwankungen  fihren dazu, dass eine Normalverteilung der
Krummungszahl W entsteht. Das Maximum dieser Verteilung bilden dabei
entspannte Zirkel (| W| <1), in denen die beiden Strange mehr oder weniger
einer idealen B-DNA entsprechend umeinander gewunden sind. Wirklich
entspannte Zirkel mit W =0 entstehen dabei nur, wenn die jeweiligen
Strangenden in der idealen B-DNA direkt aufeinander treffen. Mul} dagegen ein
DNA-Ende z.B. um eine halbe Drehung gedreht werden, damit die jeweiligen
Strangenden aufeinander treffen, so entsteht ein nicht vollstandig entspannter
DNA-Zirkel.
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Daneben entstehen bei der Ligation von entspannten, offenen Zirkeln eine
Normalverteilung an superspiralisierten DNA Moleklilen um entspannte ge-
schlossene Zirkel (|W| < 1). Diese Verteilung ist nach der Agarosegelelektro-
phorese zu sehen. Allerdings wandern negative Superhelices nur unwesentlich
anders als positive mit dem gleichen Betrag der superhelicalen Windungs-
zahl W. Damit wandern die Plasmide mit einer superhelicalen Windung, unab-
hangig vom Vorzeichen, etwas schneller als entspannte Zirkel (| W| <1) und
jede weitere superhelicale Windung fuhrt zu einer weiteren Beschleunigung. Im
Agarosegel ohne Ethidiumbromid bilden also die vollstandig entspannten Zirkel,
(|w| <1) die anndhernd zusammen mit den offenen Zirkeln laufen, das
Maximum der Normalverteilung und alle Plasmide mit abweichender Superheli-
citat wandern voraus. Damit ist im Gel ,eine halbe” Normalverteilung vom
Maximum bis zu den beiden zusammenfallenden Minima sichtbar. Der Ein-
fachheit halber wird diese normalverteilte Population im Folgenden weiter als
entspannte, geschlossene Zirkel (ccc) bezeichnet. Die Normalverteilung ist z.B.
bei der Kontroll-DNA | in Spur 8 besonders gut zu sehen. Die platinierte DNA
zeigt, zusatzlich zu der Normalverteilung, eine Verkiurzung und auch ein
schwaches Aufdrillen der DNA wie vor der Behandlung mit Ganzzellextrakt
(Spuren 2 - 7). Dabei muss sich die Verdrillungszahl T, im Gegensatz zu Ver-
anderungen der DNA-Topologie durch eine Anderung der Verflechtungszahl L,
nicht ganzzahlig andern. Die Verflechtungszahl L kann sich immer nur um eine
ganze Windung oder ein ganzzahliges Vielfaches davon andern, damit beiden
Strangenden wieder verknlpft werden kénnen. Platinaddukte dagegen kdnnen
die Verdrillungszahl T auch um weniger als eine Windung andern. In Abb. 49,
Seite 119, fuhrt dies dazu, das aus den diskreten Banden der unterschiedlich
superhelicalen Plasmide in Spur 8 mit zunehmender Platinierung ein Schmier
entsteht. DarUber hinaus nimmt auch die Signalintensitat ab, wobei nicht fest-
zustellen ist, welchen Anteil jeweils hdhere DNA-Verluste, z.B. durch Verknulp-
fung der DNA an den Reaktionsgefalen, bzw. eine reduzierte Ethidiumbro-
midintercalation® haben. Die genaue DNA-Menge kann damit nicht mehr ver-
lasslich abgeschatzt oder verglichen werden. Deswegen wurden in den folgen-
den Spuren 14 bis 18 die gleichen Proben nochmals aufgetragen, allerdings
nach einer abschlielienden Deplatinierung. Dabei werden die DNA-Basen durch
Cyanidionen aus den Cisplatinkomplexen verdrangt und es entstehen freie
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DNA-Basen und Cyano-platin(ll)-Komplexe. Auch das urspruanglich mit Cisplatin
behandelte Plasmid Il tritt nun wieder in diskreten Banden auf. Das Muster der
DNA, die am starksten platiniert gewesen ist (Spur 18), weicht jedoch deutlich
von der Normalverteilung ab. Hier ist neben der Bande der offenen Zirkel (oc)
nur eine weitere Bande zu sehen, die fast so stark superspiralisiert zu sein
scheint, wie das Vergleichsplasmid Il in der Spur 19, rechts daneben. Um dies
zu verstehen, ist es hilfreich, sich die Entwicklung dieser DNA vor Augen zu
fuhren. Zuerst wurde die DNA mit 50 uM Cisplatin [H20] (1) behandelt, was
dazu fuhrte, dass die superspiralisierte DNA (sc) im Gel zusammen mit den
offenen, entspannten Zirkeln (oc) wanderte (Koaleszenzpunkt, Spur 12). Das
heit aber, dass die DNA soweit aufgewunden worden ist, dass die
Krimmungszahl W ungefahr Null geworden ist und die Verdrillungszahl T um
den Betrag von W verringert ist. Die Behandlung mit Ganzzellextrakt fuhrt nun
zu Strangbruchen. Da das Plasmid aber schon in einem entspannten Zustand
mit L = T vorliegt, andert sich die DNA Topologie nicht und das Plasmid wird
mehr oder weniger unverandert wieder ligiert. Damit verandert die Behandlung
mit dem Zellextrakt die geometrische Form der Plasmide praktisch nicht. Dies
zeigt sich auch darin, dass sich das Laufverhalten des Plasmids nach der
Behandlung mit Zellextrakt (Spur 12) praktisch nicht von platiniertem, nicht mit
Zellextrakt behandeltem Plasmid (Spur 6) unterscheidet. Durch die Entfernung
der Platinaddukte auf der DNA wird dann die Ursache des Aufdrillens beseitigt
und die DNA geht wieder in ihren urspringlichen, superhelicalen Zustand

zuruck.

Die Autoradiographie unten in Abb. 49, Seite 119, zeigt den Einbau radioaktiver
Nukleotide durch DNA-Synthese. Allerdings ergeben sowohl das Kontrollplas-
mid | als auch das geschadigte Plasmid Il vergleichbare Signale. Die Zunahme
des Signals von ungeschadigtem Plasmid Il in Spur 8 zu schwach platiniertem
Plasmid Il in Spur 9 ist schwach und eine starkere Schadigung fuhrt zu keiner
weiteren Zunahme. Die Signalintensitaten nehmen eher ab, was aber auf die

erhohten Verluste bei starkerer Platinierung zurtickzufuhren sein kann.

Dieses Ergebnis wurde anhand von DNA mit Uber einen groferen Bereich va-
riiertem Platinierungsgrad mehrmals reproduziert. Auch veranderte Bedingun-
gen des DNA-Reparatursynthesetest wie Reaktionszeit oder Extraktmenge er-

hohten das Verhaltnis von Signal zu Hintergrund nicht.
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Es ist nicht auszuschliel3en, dass in vivo Monoaddukte von Cisplatin repariert
werden, bevor sich Bisaddukte ausbilden. Diese Situation konnte aber in unse-
rem in vitro DNA-Reparatursynthesetest nur unzureichend simuliert werden, da
die Reaktivitat der Platinkomplexe unter den Reaktionbedingungen des DNA-
Reparatursynthesetests stark herabgesetzt ist. Die hohen Salzkonzentrationen
verschieben das Gleichgewicht der Solvolyse der Platinkomplexe auf die Seite

der nicht hydratisierten Komplexe, die praktisch nicht mit DNA Basen reagieren.

Reduziert man andererseits die Salzkonzentration, so ist in vitro keine DNA-
Reparatur mehr beobachtbar. Deswegen konnte die Reaktion der Platin-
komplexe nicht gleichzeitig mit einer moglichen Reparaturreaktion durchgefihrt
werden, die mdglicherweise die entstehenden Monoaddukte sofort wieder ent-
fernen wurde. Es mufdte immer zuerst die DNA mit den Platinkomplexen modifi-
ziert werden und konnte daran anschliel3end in dem DNA-Reparatursynthese-

test eingesetzt werden.

Cisplatin-Addukte werden von unserem Ganzzellextrakt in vitro also nur wenig
repariert. Da UV-Schaden in dem in vitro Reparatursynthesetest gut repariert
wurden, scheint die geringe Reparatureffizienz der Cisplatinaddukte also eine

Folge der Addukteigenschaften zu sein.

6.5 Eventuelle Unterschiede in der DNA-Reparatursynthese bei
Addukten von Cisplatin [H,0] (1) bzw. [DMSO] (1a), Bisamid-
bisplatin(ll) (8) und Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) liegen
unterhalb der Nachweisgrenze des in vitro DNA-Reparatur-

synthesetests

Die geringe in vitro Reparatureffizienz von Cisplatin-Addukten konnte auf eine
unzureichende Reparatur in der Zelle hindeuten. Um festzustellen, ob es einen
Zusammenhang zwischen in vitro Reparatureffizienz und Cytotoxizitat gibt,
wurde der DNA-Reparatursynthesetest fur die Verbindungen Cisplatin [H20] (1)
bzw. [DMSO] (1a), Bisamid-bisplatin(ll) (8) und Anilin-4H-isochinolinplatin(Il)
(16) durchgefuhrt. Dazu wurde Plasmid-DNA mit steigenden Konzentrationen
der Verbindungen behandelt und die DNA anschlie3end gereinigt. Dann wurden
die geschadigten Plasmide zusammen mit dem Kontrollplasmid | mit Ganzzell-
extrakt behandelt, gereinigt und die DNA abschlieend wieder deplatiniert. Die
beiden Plasmide wurden in einer Agarosegelelektrophorese ohne Ethidiumbro-
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mid aufgetrennt (Abb. 50, Seite 125). Wie fur Cisplatin in Kapitel 6.4, Seite 118,
beschrieben, fuhren die Behandlungen (Platinierung, EinflGhrung von Strang-
brichen, Ligation und Deplatinierung) dazu, dass Plasmid Il, welches mit
100 pM Cisplatin [H20O] (1) behandelt worden war, superspiralisiert vorliegt. Das
gleiche gilt fur Plasmid Il nach Behandlung mit 100 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8).
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Abb. 50: DNA-Reparatursynthesetest von Addukten von Cisplatin [H,O] (1) bzw. [DMSO] (1a),

Bisamid-bisplatin(Il) (8) und Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16).

A Oben: Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung von Kontrollplasmid |
und Cisplatin [H,O] (1), Cisplatin [DMSO] (1a), Bisamid-bisplatin(Il) (8) bzw.
Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) behandeltem Plasmid Il nach der Be-
handlung mit Ganzzellextrakt und Deplatinierung. Das Gel wurde nach der
Elektrophorese mit Ethidiumbromid gefarbt.
€ Links: Ganz links wurde zuerst ein Langenmarker und daran

anschlieBend das unbehandelte Plasmid Il zusammen
mit dem Kontrollplasmid I, nach der Behandlung mit
Ganzzellextrakt, aufgetragen.

(Fortsetzung nachste Seite)
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Fortsetzung der Bildunterschrift zu Abb. 50

Dann folgt in den Spuren 3 — 5 das Kontrollplasmid I, das
zusammen mit Plasmid Il, welches mit 1, 10 bzw. 100 uM
Cisplatin [H,O] (1) behandelt worden war, mit dem
Ganzzellextrakt behandelt worden ist.

= € Mitte links:  Weiter links folgt in den Spuren 6 — 8 das Kontrollplas-
mid |, das zusammen mit Plasmid I, welches mit 1, 10
bzw. 100 uM Cisplatin [DMSQ] (1a) behandelt worden
war, mit dem Ganzzellextrakt behandelt worden ist.

= € Mitte rechts: In den folgenden Spuren 9 — 11 folgt das Kontroll-
plasmid I, das zusammen mit Plasmid Il, welches mit 1,
10 bzw. 100 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelt wor-
den war, mit dem Ganzzellextrakt behandelt worden ist.

= Rechts: Ganz rechts folgt in den Spuren 12 — 14 das Kontroll-
plasmid I, das zusammen mit Plasmid Il, welches mit 1,
10 bzw. 100 pM Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) be-
handelt worden war, mit dem Ganzzellextrakt behandelt
worden ist.
V¥ Unten: Autoradiographie des Agarosegelbild der elektrophoretischen Auftrennung
von Kontrollplasmid | und Cisplatin [H,O] (1), Cisplatin [DMSO] (1a),
Bisamid-bisplatin(Il) (8) bzw. Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) behandeltem
Plasmid Il nach der Behandlung mit Ganzzellextrakt und Deplatinierung.
Das Gel wurde nach der Elektrophorese mit Ethidiumbromid gefarbt.
€ Links: Ganz links wurde das unbehandelte Plasmid Il zusam-
men mit dem Kontrollplasmid I, nach der Behandlung mit
Ganzzellextrakt, aufgetragen.
Dann folgt in den Spuren 3 — 5 das Kontrollplasmid I, das
zusammen mit Plasmid Il, welches mit 1, 10 bzw. 100 uM
Cisplatin [H>O] (1) behandelt worden war, mit dem
Ganzzellextrakt behandelt worden ist.

= € Mitte links:  Weiter links folgt in den Spuren 6 — 8 das Kontrollplas-
mid |, das zusammen mit Plasmid Il, welches mit 1, 10
bzw. 100 uM Cisplatin [DMSQ] (1a) behandelt worden
war, mit dem Ganzzellextrakt behandelt worden ist.

= € Mitte rechts: In den folgenden Spuren 9 — 11 folgt das Kontroll-
plasmid I, das zusammen mit Plasmid Il, welches mit 1,
10 bzw. 100 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelt wor-
den war, mit dem Ganzzellextrakt behandelt worden ist.

= Rechts: Ganz rechts folgt in den Spuren 12 — 14 das Kontroll-
plasmid I, das zusammen mit Plasmid Il, welches mit 1,
10 bzw. 100 uM Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) be-
handelt worden war, mit dem Ganzzellextrakt behandelt
worden ist.

Die Autoradiographie unten in Abb. 50, Seite 125, zeigt in den Spuren 2 bis 4
eine schwache Zunahme des Signals fur Plasmid Il, wohingegen das Signal
des Kontrollplasmids | praktisch unverandert ist. Eine weitere Erhohung des
Platinierungsgrades fuhrt dagegen zu einer schwacheren Schwarzung (Spur 5).
Ein ahnliches Ergebnis erhalt man auch mit Bisamid-bisplatin(ll) (8) (Spuren 9
- 11) und Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) (Spuren 12 - 14). Die Auswertung
fur Cisplatin [DMSQ] (1a) ist aufgrund Verluste an DNA in Spur 7 etwas schwie-
riger. Aber auch hier ist nach der Behandlung mit 1 uM des Komplexes die
Signalintensitat groRer als mit 100 pM. Insgesamt ist ein klarer Unterschied

zwischen Kontrolle und geschadigter DNA zu erkennen. Die Unterschiede der
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verschiedenen Verbindungen und auch Konzentrationen sind jedoch innerhalb

der statistische Schwankungen.

Es konnte also fur die untersuchten Verbindungen DNA-Reparatursynthese ge-
zeigt werden, die Unterschiede in der Reparatureffizienz sind jedoch geringer
als das Auflosungsvermogen des DNA-Reparatursynthesetests. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass es dennoch geringe Unterschiede in der
Reparatureffizienz der unterschiedlichen Platinkomplexe gibt. Es erscheint
jedoch sehr unwahrscheinlich, dass solch geringe Unterschiede fur die gro3en
Unterschiede in der Cytotoxizitat der Verbindungen verantwortlich sind.
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7 Mit Ausnahme von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16)
konnen DNA-Addukte aller untersuchten Platin-

komplexe Proteine koordinativ binden.

Eine Ursache fur die geringere Reparatureffizienz von Platinaddukten im Ver-
gleich zu UV-Schaden kann darin liegen, dass die Addukte durch das verwen-
dete Reparatursystem schlechter erkannt werden. Eine zweite Ursache konnte
sein, dass ein durchaus erkanntes Addukt aber nicht repariert werden kann.
Ersteres bedeutet, dass das Addukt keine wichtigen zellularen Prozesse stort
und deswegen nicht erkannt oder einfach toleriert wird. Die zweite Erklarungs-
mdglichkeit bedeutet, dass der DNA-Schaden erkannt wird und auch repariert
werden soll, aber keiner der mdglichen Reparaturprozesse erfolgreich ist. Eine
weitere Maoglichkeit ist, dass freie Bindungsstellen der Komplexe, die noch nicht
mit DNA-Basen reagiert haben, Proteinen mit der DNA quervernetzen. Eine
koordinative Verknlpfung eines Proteins an DNA kann die Schadenserkennung
aufgrund des massiven Schadens erleichtern und damit die Reparatur be-
schleunigen. Andererseits konnte die Quervernetzung mit Proteinen auch die
nachfolgenden Reparaturprozesse blockieren und so ein irreparables Addukt
erzeugen, etwa wenn ein Reparaturenzym selbst durch die koordinative Bin-
dung inaktiviert wird. Cisplatin (1) kann Proteine an DNA quervernetzen,* es ist
aber nicht klar, ob dies durch eine gleichzeitige Reaktion von Cisplatin (1) mit
Proteinen, die an DNA gebunden sind, und mit DNA geschieht, oder ob nach
der ersten Reaktion von Cisplatin (1) mit DNA ein Protein an dieses monofunk-
tionale Addukt bindet und dann quervernetzt wird. Der hohe Salzgehalt wah-
rend der Proteinbindung unter DNA-Reparatursynthesebedinungen verschiebt
das Gleichgewicht der Hydratation der Platinkomplexe zu den Edukten und
setzt damit die Reaktivitat der Komplexe gegenuber Proteinen oder DNA soweit
herab, dass bei einer gleichzeitigen Behandlung der DNA mit Ganzzellextrakt
und Platinkomplexen keine koordinativen Verknupfungen zwischen DNA und
Proteinen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Nachfolgend wurde des-
wegen nur der Prozel® der nachfolgenden Bindung von Proteinen an DNA-Ad-
dukte von Platinkomplexen untersucht. Dazu wurde ein lineares, radioaktiv

markiertes DNA-Fragment mit den verschiedenen Platinverbindungen behan-
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delt und ungebundene Komplexe wurden abgetrennt. AnschlieRend wurde die
so modifizierte DNA mit Ganzzellextrakt unter denselben Bedingungen wie fur
den DNA-Reparatursynthesetest behandelt. Zur Untersuchung der Proteinbin-
dung wurde das Reaktionsgemisch in einer nativen Polyacrylamidgelelektro-
phorese aufgetrennt. Proteine, die an DNA gebunden sind, bewirken, dass die
DNA in der Polyacrylamidgelelektrophorese retardiert wird. Zur Unterscheidung
spezifischer Wechselwirkungen von Platinaddukten mit Proteinen von unspezi-
fischen DNA-bindenden Proteinen wurde als Vergleich ungeschadigte DNA
verwendet. In einer nativen Elektrophorese kann jedoch nicht unterschieden
werden, ob es sich um bei der Protein-DNA-Assoziation um eine nicht-koordi-
native oder um eine koordinative Bindung handelt. Deswegen wurde ein Tell
obiger Proben in einer denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese aufge-
trennt. Dabei gehen alle nicht-kovalenten oder nicht-koordinativen Bindungen
verloren und nur Proteine, die koordinativ lber die Platinaddukte mit der DNA

quervernetzt sind, bleiben an der DNA gebunden.

71 Die DMSO-Solvolyse fiihrt zu mehr Cisplatin vermittelter DNA-

Proteinquervernetzungen.

Nachdem die DMSO-Solvolyse die Reaktion von Cisplatin-Monoaddukten zu

Bisaddukten verlangsamt,®®

verlangert dies die Reaktionszeit, in der Proteine
koordinativ an ein Monoaddukt binden konnen. Es sollte festgestellt werden, ob
dies auch zu mehr DNA-Protein-Quervernetzungen fuhrt. Um mit allen Verbin-
dungen einen moglichst hohen initialen Anteil an Monoaddukten zu erzielen,

wurde die DNA jeweils nur fir zehn Minuten mit den Komplexen behandelt.

Abb. 51, Seite 130, zeigt die Autoradiographie einer nativen Polyacrylamidgel-
elektrophorese eines radioaktiv markierten DNA-Fragments, das nach der Be-
handlung mit Cisplatin [H20] (1) mit Ganzzellextrakt inkubiert worden ist. Rechts
neben dem Langenmarker ist das radioaktiv markierte DNA-Fragment zu se-
hen. Es wurde nur mit der gleichen Pufferldsung inkubiert, die auch fur die Bin-
dung der Proteine des Ganzzellextrakts verwendet wurde. Es wandert entspre-
chen seiner GroRe von 177 Bp. Daneben ist das gleiche Fragment nach der
Behandlung mit Ganzzellextrakt aufgetragen (Spur 3). Es sind verschiedene,
diskrete Banden von proteingebundener DNA sichtbar, die alle langsamer wan-

dern als freie DNA, und ein Groldteil der DNA ist nicht in das Gel eingelaufen. In
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dem Ganzzellextrakt sind also erwartungsgemaf viele DNA-bindende Proteine,

oder Proteine, die DNA-Briiche oder Schaden erkennen, enthalten.

In den Spuren 4 bis 9 folgen von rechts nach links Fragmente, die mit steigen-
den Konzentrationen an Cisplatin [H2O] (1) behandelt worden waren, bevor sie
jeweils in Puffer oder zusatzlich mit Ganzzellextrakt inkubiert worden sind. Die
Platinaddukte und der Puffer alleine verandern dabei das Laufverhalten der
DNA nicht. Die Bindung von Proteinen des Ganzzellextrakts fuhrt dagegen zu
dem gleichen Bandenmuster wie bei der ungeschadigten DNA beobachtet.

- | Cisplatin [H20] (1)
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~
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Abb. 51: Autoradiographie eines nativen Polyacrylamidgels nach der Elektrophorese von
DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 pM an Cisplatin
[H20] (1) reagiert hat (Spuren 4 —9), nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzell-
extrakt. Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1 unplatinierte DNA,
die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzellextrakt behandelt worden ist

(Spur 3), aufgetragen.
Die Cisplatin-Addukte an der DNA fihren also unter diesen experimentellen

Bedingungen zu keiner, in diesem System sichtbaren Veranderung der Protein-
bindung an DNA.
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Um festzustelln, ob einige der DNA-gebundenen Proteine Uber Cisplatin (1) an
die DNA koordinativ gebunden sind, wurde ein Teil der Proben einer denaturie-

renden Polyacrylamidgelelektrophorese unterworfen.

In Abb. 52 ist die Autoradiographie dieser denaturierenden Polyacrylamidgel-

elektrophorese gezeigt.
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Abb. 52: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 uM an
Cisplatin [H,O] (1) reagiert hat (Spuren 4 —9), nach Behandlung mit Puffer bzw.
Ganzzellextrakt. Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1 unplati-
nierte DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzellextrakt behan-
delt worden ist (Spur 3), aufgetragen.

In allen Spuren ist nur freie DNA zu sehen. Keine der in Abb. 51, Seite 130

sichtbaren Banden ist also auf eine koordinative Bindung eines Proteins Uber

Cisplatin (1) an die DNA zurlckzufuhren.

Erhdht man allerdings die Cisplatinkonzentration und verlangert die Reaktions-
zeit von zehn Minuten auf bis zu 20 Stunden, so treten auch in der denaturie-
renden Polyacrylamidgelelektrophorese (Abb. 53, Seite 132) neben der freien
DNA zwei zusatzliche Banden auf, die nur bei der Behandlung mit Zellextrakt

entstehen (Spuren 7 und 9). AuRerdem ist nach einer zwanzigstiindigen Plati-
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nierung eine Verlangsamung der freien DNA zu beobachten. Wahrscheinlich
lauft die DNA aufgrund der positiven Ladungen der Cisplatin-Addukte langsa-
mer (vgl. Kapitel 4.4, Seite 83).
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Abb. 53: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die fur zehn Minuten, eine Stunde bzw. 20 Stunden mit 100 pM
Cisplatin [H,O] (1) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzellextrakt
(Spuren 4 — 9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1 unplatinierte
DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzellextrakt behandelt
worden ist (Spur 3), aufgetragen.

Cisplatin-Addukte an DNA kdénnen Proteine koordinativ quervernetzen, aller-

dings sind die DNA-Protein-Quervernetzungen nur bei einem hohen Platinie-
rungsgrad zu beobachten.

Das DNA-Fragment wurde unter den gleichen Bedingungen auch mit Cisplatin
[DMSQ] (1a) und anschiellend mit Puffer bzw. Zellextrakt behandelt (Abb. 54,
Seite 133). Die Proteinbindung (Spuren 5, 7 und 9) unterscheidet sich in der
nativen Polyacrylamidgelelektrophorese, nicht von ungeschadigter DNA
(Spur 3).
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Abb. 54: Autoradiographie eines nativen Polyacrylamidgels nach der Elektrophorese von
DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 pM an Cisplatin
[DMSOQ] (1a) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzellextrakt (Spu-
ren4 —9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1 unplatinierte
DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzellextrakt behandelt
worden ist (Spur 3), aufgetragen.
Nach der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese (Abb. 55, Seite 134)
tritt fur die Cisplatin [DMSO] (1a) behandelte DNA schon bei der niedrigsten
Cisplatinkonzentration (Spur 5) DNA auf, die mit Protein quervernetzt ist. Diese
Bande nimmt mit zunehmender Konzentration von 1 pM (Spur 5) auf 5 uM
(Spur 7) zu. Bei 25 uM (Spur 9) wird diese Bande dann wieder etwas schwa-
cher, dafur erscheint aber eine zusatzliche Population von proteinquervernetz-
ter DNA, die allerdings deutlich schneller wandert als der zuerst aufgetretene
Komplex. Mdglicherweise wurde hier ein anderes Protein gebunden, das ent-

weder deutlich kleiner oder starker negativ geladen ist.
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Abb. 55: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 uM an
Cisplatin [DMSO] (1a) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzell-
extrakt (Spuren 4 -9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1
unplatinierte DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzellextrakt
behandelt worden ist (Spur 3), aufgetragen.

Eine weitere Erhohung der Cisplatin-Konzentration fuhrte zu einem unloslichen
Prazipitat und die Proben konnten deswegen nicht weiter analysiert werden.
Nach der Solvolyse von Cisplatin in DMSO (1a) zeigen die Addukte also eine
deutliche starkere Tendenz zur Ausbildung von DNA-Protein-Quervernetzungen
als bei Cisplatin [H20] (1). Dies ist konsistent mit der Vermutung, dass aufgrund
der langsameren Reaktionskinetik von Cisplatin [DMSO] (1a) mit DNA®® mehr
Monoaddukte vorhanden sind, die durch den Austausch der zweiten Flucht-

gruppe noch ein Protein binden kénnen.

7.2 Bisamid-bisplatin(ll) (8) fuhrt zu mehr DNA-Proteinverknupfungen
als Cisplatin [H20] (1) oder Cisplatin [DMSO] (1a).

Bisamid-bisplatin(ll) (8) kdnnte aufgrund der, im Vergleich zu Cisplatin, doppel-
ten Zahl von Abgangsgruppen auch nach der Bindung an DNA noch eine gro-

Rere Zahl freier Bindungsstellen aufweisen. Zusatzlich kdnnte ahnlich wie fur
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Cisplatin gezeigt, der Austausch eines Chlorids durch DMSO zu stabileren
Monoaddukten fuhren, die spater mit Proteinen reagieren kénnten. Die Auto-
radiographie der nativen Polyacrylamidgelelektrophorese (Abb. 56, Seite 135)
zeigt fur die Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelte DNA (Spuren 5 und 7) ein Ban-
denmuster, das vergleichbar mit dem der ungeschadigten DNA (Spur 3) ist. Bei
der hochsten Konzentration in Spur 9 sind die drei am schnellsten wandernden
DNA-Proteinkomplexe nicht mehr zu sehen. Daruber hinaus fallt auf, dass bei
der hochsten Konzentration von (8) bereits ohne Proteinextrakt zwei zusatzli-
che, langsamer laufende DNA-Populationen auftreten (Spur 8). Nachdem diese
Banden auch nach der Behandlung mit (8) ohne Reparaturpuffer beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt) handelt es sich wahrscheinlich um Veranderungen
der DNA-Struktur durch die Platinaddukte an sich.
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Abb. 56: Autoradiographie eines nativen Polyacrylamidgels nach der Elektrophorese von
DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 uM an Bisamid-
bisplatin(ll) (8) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzellextrakt
(Spuren 4 — 9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1 unplatinierte
DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzellextrakt behandelt
worden ist (Spur 3), aufgetragen.
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Die koordinativen DNA-Proteinquervernetzungen werden wieder in der denatu-
rierenden Polyacrylamidgelelektrophorese sichtbar, deren Autoradiographie in
Abb. 57, Seite 136, gezeigt ist.
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Abb. 57: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 uM an
Bisamid-bisplatin(ll) (8) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzell-
extrakt (Spuren4 —9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1
unplatinierte DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzellextrakt
behandelt worden ist (Spur 3), aufgetragen.

Fur die platinierten Proben ist neben der freien DNA zum Einen wieder eine
diskrete Bande zu sehen, die mit zunehmender Platinkonzentration in den Spu-
ren 7 und 9 stark zunimmt. Diese Banden sind starker als bei Cisplatin [DMSO]
(1a) und damit auch starker als bei Cisplatin [H20] (1). AuRerdem bewegt sich
die platinierte ,freie® DNA aufgrund der zusatzlichen positiven Ladungen durch
die Platinaddukte in der Gelelektrophorese zunehmend langsamer als die un-
geschadigte DNA. Daneben treten bei 25 uM sowohl in der Kontrolle, als auch
in der Probe, die mit Extrakt behandelt worden ist, wieder zwei, weniger klar
einzugrenzende DNA-Populationen auf, die schon im nativen Gel (Abb. 56,

Seite 135) aufgetreten sind.
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Um den Einful} der Proteinkonzentration aufzuklaren, wurde ungeschadigte und
mit 5 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelte DNA mit steigenden Mengen
Ganzzellextrakt behandelt. In der Autoradiographie der nativen Polyacrylamid-
gelelektrophorese (Abb. 58, Seite 138) sieht man rechts neben dem Marker das
ungeschadigte DNA-Fragment. In den weiter folgenden Spuren 3 bis 7 wurde
das gleiche Fragment mit steigenden Proteinmengen behandelt. Dabei tritt
zuerst nur eine zusatzlich Bande auf (Spur 3), diese wird starker und es kom-
men noch zwei weitere hinzu (Spur 4). Eine weitere Verfunffachung der Pro-
teinmenge flhrt zu zwei weiteren Banden, die schon vorher vorhandenen Ban-
den werden dafur schwacher. Noch mehr Extrakt fihrt dazu, dass alle vorhan-
denen DNA-Molekule mit Proteinen assoziiert sind, also keine freie DNA mehr
vorhanden ist (Spur 6). AuRerdem bilden sich immer umfangreichere, langsa-
mere Protein-DNA-Komplexe, bis diese nicht mehr in das Gel einlaufen
(Spur 7). Die rechte Seite des Gels zeigt den analogen Versuch, aber mit dem
DNA-Fragment, das mit Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelt worden war. Das
Bandenmuster, das mit Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelter DNA auftritt, gleicht
dem gerade besprochenen Bandenmuster der unplatinierten DNA auf der linken
Seite. Aufgrund der Vielzahl DNA-bindender Proteine sind auch hier keine
DNA-Proteinkomplexe erkennbar, die spezifisch fur die Platinaddukte waren.
Deswegen werden fur alle folgenden Verbindungen nur die Autoradiographien

der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophoresen gezeigt und diskutiert.
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Abb. 58: Autoradiographie eines nativen Polyacrylamidgels nach der Elektrophorese von
DNA, nach Behandlung mit Puffer (Spur 2) bzw. 0,08 pg, 0,4 pg, 2 ug, 10 pg und
50 pg Proteinmenge des Ganzzellextrakts (Spuren 3 —7). Auf der rechten Seite
wurde die DNA zuerst mit 5 uM Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelt und dann
ebenfalls mit Puffer (Spur 8) bzw. steigenden Proteinmengen des Ganzzellextrakts
inkubiert (Spuren 9 - 13). Ganz links in Spur 1 ist ein L&ngenmarker aufgetragen.
In der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese (Abb. 59, Seite 139) fin-
den sich fur die ungeschadigte DNA keine DNA-Proteinkomplexe mehr (Spu-
ren 2 - 7), wohl aber fur die Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelte DNA (Spuren 8
- 13). Dieselbe Bande, die schon im denaturierenden Gel in Abb. 57, Seite 136,
zu sehen war, tritt auch hier ab einer Proteinmenge von 2 pug auf, nimmt bei
10 pg zu und bleibt dann bei 50 pg unverandert. Zwischen dieser Bande und
der freien DNA ist bei der hochsten Proteinkonzentration wieder eine breite,

wenig klare Bande zu erkennen
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Abb. 59: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, nach Behandlung mit Puffer (Spur 2) bzw. 0,08 pg, 0,4 ug, 2 g,
10 ug und 50 pg Proteinmenge des Ganzzellextrakts (Spuren 3 — 7). Auf der rech-
ten Seite wurde die DNA zuerst mit 5 pM Bisamid-bisplatin(ll) (8) behandelt und
dann ebenfalls mit Puffer (Spur 8) bzw. steigenden Proteinmengen des Ganzzell-
extrakts inkubiert (Spuren 9 - 13). Ganz links in Spur 1 ist ein Langenmarker auf-
getragen.

Bisamid-bisplatin(ll) (8) bildet mehr DNA-Addukte aus, die Proteine quervernet-
zen konnen als Cisplatin [H20] (1) oder Cisplatin [DMSO] (1a). Offenbar spielt
dabei nicht nur die Ausbildung von stabileren Monoaddukten nach DMSO-Sol-

volyse eine Rolle, sondern auch die gréldere Zahl der Abgangsgruppen in Bi-
samid-bisplatin(ll) (8).



Ergebnisse 140

7.3 Die Bisplatin(IV)-Verbindung (9) vernetzt mehr Proteine mit DNA
als die Monoplatin(IV)-Verbindung (10).

Die vermehrte Ausbildung von DNA-Proteinequervernetzungen durch Bisamid-
bisplatin(ll) (8) legt die Vermutung nahe, dass die grofdere Zahl der Bindungs-
stellen dafur verantwortlich sein konnte (Kapitel 7.2, Seite 134). Die Platin(IV)-
Verbindungen erdffnen die Mdglichkeit, diese These durch den direkten Ver-
gleich einer Mono- mit einer Bisplatinverbindung zu Uberprtfen. Aulderdem soll
der Frage nachgegangen werden, welchen Einflul die oktaedrische Koordina-
tion von Platin(IV)-Komplexen auf die Ausbildung von DNA-Protein-Quervernet-

zungen hat.
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Nach der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese (Abb. 60) ist kaum
ein Unterschied zwischen ungeschadigter DNA (Spur 3) und DNA, die zuvor mit
Monoamid-monoplatin(lV) (10) reagiert hatte (Spuren 4 —9), auszumachen.
Praktisch alle gebundenen Proteine sind abdissoziiert, lediglich nach der Be-
handlung des DNA-Fragments mit 25 uM Monoamid-monoplatin(IV) (10) ist we-
nig DNA-Proteinkomplex zu sehen. Die Retardation ist dabei mit der zusatzli-
chen Bande, die nach Behandlung mit 25 uM Cisplatin [DMSQO] (1a) auftritt
(Abb. 56, Seite 134), vergleichbar.
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Abb. 60: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 pM, 5 pM bzw. 25 uM an
Monoamid-monoplatin(lV) (10) (Spuren 4 —9) bzw. Bisamid-bisplatin(IV) (9) (Spu-
ren 10 — 15) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzellextrakt. Zum
Vergleich ist neben dem Langenmarker in Spur 1 unplatinierte DNA, die nur mit
Puffer (Spur 2) bzw. zuséatzlich mit Ganzzellextrakt behandelt worden ist (Spur 3),
aufgetragen.

Dagegen ist fur Bisamid-bisplatin(lV) (9) schon bei einer Konzentration von
1 UM in der denaturierenden Gelelektrophorese (Abb. 60, Seite 141) eine deut-
lich Bande des DNA-Fragments zu sehen (Spur 11), welches Uber Platinad-

dukte mit Protein verbunden ist. Zwischen dieser Bande und der freien DNA tritt

auch wieder die breite, wenig scharfe Bande auf. Dieser Schmier nimmt mit
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steigender Platinkonzentration zu, wohingegen die langsamere Bande sich

praktisch nicht verandert (Spuren 13 und 15).

Die Bisplatin(IV)-Verbindung (9), die Uber doppelt soviele austauschbare Ligan-
den verfugt wie die analoge Monoplatin(IV)-Verbindung (10), fuhrt also zu deut-
lich mehr DNA-Proteinquervernetzungen. Vergleicht man die mononukleare
Platin(IV)-Verbindung (10) mit Cisplatin, so liegt die Kapazitat, DNA mit Pro-
teinen zu vernetzen, zwischen der von Cisplatin [H2O] (1), das zu weniger DNA-
Proteinquervernetzungen fuhrt und der von Cisplatin [DMSO] (1a), welches
mehr DNA-Proteinkomplexe erzeugt. Das heil3t, dass die oktaedrische Koordi-
nation in Platin(IV)-Komplexen, im Vergleich zu wasserldslichen Platin(I1)-Kom-

plexen, die koordinative Bindung von Proteinen an DNA begunstigt.

7.4 Die Fahigkeit, DNA mit Proteinen zu vernetzen, ist bei den Alkyl-
bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12), (13) und (14)

direkt proportional zur Lange der verbindenden Alkylkette.

Wie schon fur die Ausbildung von Interstrangverknlpfungen besprochen (Ka-
pitel 5.4, Seite 102) beeinflusst die Lange der verbindenden Alkylkette den Akti-
onsradius der zweiten Platinspharen, nachdem sich ein Monoaddukt an der
DNA ausgebildet hat. Welchen EinfluR die Alkylkettenlange auf die Quervernet-
zung von Proteinen an DNA-Addukte der Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Ver-
bindungen [(11), (12), (13) und (14)] hat, zeigt folgende Versuchsreihe.

In der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese (Abb. 61, Seite 143) fin-
den sich fur die niedrigste Konzentration Hexyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (11)
keine koordinativ verknupften DNA-Proteinkomplexe (Spur 5). Ebenso wie fur
die ungeschadigte DNA (Spur 3) ist nur die eine Bande der freien DNA zu se-
hen. Eine Erhohung der Hexyl-bis-ethylendiamin-platin(ll)-Konzentration um
den Faktor funf fihrt zu einer schwachen DNA-Proteinkomplexbande (Spur 7).
Eine weitere Verfunffachung der Konzentration verstarkt diese Bande und ergibt
zusatzlich eine breitere, weniger klare Bande, die schon mehrmals beobachtet
wurde (Spur 9). Hexyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (11) bildet also nur geringfu-
gig koordinative DNA-Proteinkomplexe aus.
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Abb. 61: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-

rese von DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 uM an
Hexyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (11) (Spuren 4 -9), Octyl-bis-ethylendiamin-
platin(ll) (12) (Spuren 10 — 15), Decyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (13) (Spuren 16 —
21) bzw. Dodecyl-bis-ethylendiamin-platin(ll) (11) (Spuren 22 — 27) reagiert hat,
nach Behandlung mit Puffer bzw. Ganzzellextrakt. Zum Vergleich ist neben dem
Langenmarker in Spur 1 unplatinierte DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zu-
satzlich mit Ganzzellextrakt behandelt worden ist (Spur 3), aufgetragen.
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Die Verlangerung der verbindenden Alkylkette um zwei Methylengruppen ver-
andert die Eigenschaften des Komplexes so, dass schon die Behandlung des
DNA-Fragments mit 1 uM Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) zu einem Ban-
denmuster fUhrt (Spur 11), welches dem ahnlich ist, das mit 25 uM (11) entsteht
(Spur 9). Konzentrationserhéhungen haben eine Intensivierung dieser Banden
zur Folge (Spuren 13 und 15). AulRerdem kann man eine weitere Bande von
noch langsameren DNA-Proteinkomplexen sehen. Dabei konnte es sich um ein
DNA-Fragment mit zwei Proteinen handeln, die mit der DNA quervernetzt sind.
Daruber hinaus ist der nach oben gezogene Schmier der freien DNA erneut ein
Hinweis auf positiv geladenen Addukte, die die DNA in der Elektrophorese ab-
bremsen (vgl. Kapitel 4.4, Seite 83, bzw. Kapitel 4.6, Seite 90).

Decyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (13) enthalt eine, im Vergleich zu (12), um zwei
weitere Methylengruppen verlangerte Alkylkette. Im Vergleich zu dem DNA
Fragment, das mit (12) behandelt worden ist (Spuren 10 — 15), ist fur Decyl-bis-
ethylendiaminplatin(ll) (13) (Spuren 16 - 21) nur ein geringer Unterschied aus-
zumachen (Abb. 61, Seite 143). Es finden sich fur alle Konzentrationen eine
scharfe, langsame Bande, eine schwache Bande von noch weiter zurlckblei-
benden DNA-Proteinkomplexen und zwischen diesen Banden und der freien
DNA noch die weniger klar eingrenzbare Bande. Diese Banden werden mit zu-
nehmender Konzentration von (13) etwas intensiver. Der einzige deutliche Un-
terschied zu Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12) besteht aber in der noch star-
keren Retardation der freien DNA nach Behandlung mit 25 uM (13) (Spur 9).

Dodecyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (14) mit der langsten Alkylkette weist bei
einer Konzentration von 1 pM (Spur 23), im Vergleich zu gleichen Konzentratio-
nen der anderen Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12) und
(13), die meisten DNA-Proteinquervernetzungen auf (Abb. 61, Seite 143). Die
scharfe, langsame Bande und eine schwache Bande von noch weiter zurlck-
bleibenden DNA-Proteinkomplexen sind deutlich zu sehen. Auch eine weniger
klare Bande, die zwischen der scharfen DNA-Proteinbande und der freien DNA
lauft, ist schwach zu sehen. Eine Erhohung der Dodecyl-bis-ethylendiamin-
platin(ll)-Konzentration verstarkt vor allem diese Bande, wohingegen die ande-
ren beiden Banden praktisch unverandert bleiben (Spuren 25 und 27). Dodecyl-
bis-ethylendiaminplatin(ll) (14) fuhrt auBRerdem zur starksten Retardation der

nicht proteingebundenen DNA durch positive Ladungen.
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Die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13) und (14)]
bilden mehr koordinative DNA-Proteinverbindungen aus als Cisplatin [H20] (1)
und sogar als als Cisplatin [DMSO] (1a). Dabei werden mit zunehmender Lange

der verbindenden Alkylkette mehr Proteine an die DNA gebunden.

7.5 Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) bildet weniger DNA-Protein-
komplexe aus als die analogen Bisplatinverbindungen (11), (12),
(13) und (14)

Die Untersuchung der DNA-Proteinquervernetzungen von Nonyl-ethylendia-
minplatin(ll) (15) kann zur Unterscheidung des Einflusses der lipophilen Alkyl-
kette bzw. der Verknupfung zweier Platinspharen Uber einen gemeinsamen Li-
ganden auf die koordinative Bindung von Proteinen herangezogen werden. Wie
schon die Monoplatin(IV)-Verbindung in Kapitel 7.3, Seite 140, fuhrt auch die
Monoplatin(ll)-verbindung (15) bei geringen Konzentrationen zu keinen koordi-
nativen DNA-Proteinvernetzungen (Spuren 2 — 7, Abb. 62, Seite 146). Erst eine
Konzentration von 25 uM fuhrt zu DNA-Proteinkomplexen, die sich wieder als
eine deutliche Bande und eine breitere, weniger klare Bande manifestieren
(Spur 9).
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Abb. 62: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 pM, 5 pM bzw. 25 uM an
Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw.
Ganzzellextrakt (Spuren 4 —9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in
Spur 1 unplatinierte DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzell-
extrakt behandelt worden ist (Spur 3), aufgetragen.

Nonylethylendiaminplatin(ll) (15) erzeugt insgesamt weniger Quervernetzungen
zwischen DNA und Proteinen als Cisplatin [DMSQO] (1a) und ist diesbeztglich
mit Monoamid-monoplatin(IV) (10) vergleichbar. Der Alkylrest in Nonylethylen-
diaminplatin(ll) (15) scheint die DNA-Protein-Quervernetzungen also nicht zu
begunstigen. Der Vergleich der mononuklearen Verbindung (15) mit den analo-
gen Bisplatinverbindungen (11) — (14) liefert einen weiteren Hinweis, dass die
Kopplung zweier Cisplatinspharen in den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Kom-
plexen die Bindung von Proteinen an die DNA-Addukte vermehrt.
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7.6 Es konnten keine DNA-Proteinquervernetzungen durch Anilin-4H-

isochinolinplatin(ll) (16) nachgewiesen werden

Der sterisch anspruchsvolle Ligand in Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16)
schrankt die Bewegungsfreiheit der Monoaddukte und damit den Zugang mogli-
cher Nukleophile zum zentralen Platinatom ein. Um festzustellen, ob dadurch
die Reaktion mit einer weiteren DNA-Base oder mit Proteinen verlangsamt wird,
wurde in einer denaturierenden Polyacrylamidgelselektrophorese die koordina-
tive Bindung von Proteinen an DNA-Addukte von (16) untersucht (Abb. 63).

Dabei findet sich kein Unterschied zwischen Kontrolle (Spur 3) und mit Anilin-
4H-isochinolinplatin(ll) (16) geschadigter DNA (Spuren 5, 7 und 9). In allen Spu-
ren gibt es nur die Bande der freien DNA. Demzufolge gibt es in dem unter-
suchten Konzentrationsbereich von 1 bis 25 uM keine DNA-Proteinquervernet-
zungen Uber Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16).

— | Anilin-4H-iso-
chinolinplatin(ll)
[DMSO] (16)

1 uM ‘SuM \ZSuM

M|- +| - +|- +| - +|Ganzzell-
extrakt

Jfreie* DNA—

1 3 5 7 9
2 4 6 8

Abb. 63: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die mit steigenden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM bzw. 25 uM an
Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw.
Ganzzellextrakt (Spuren 4 —9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in
Spur 1 unplatinierte DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzell-
extrakt behandelt worden ist (Spur 3), aufgetragen.
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Es ist aber durchaus moglich, dass eine Verlangerung der Reaktion zwischen
dem DNA-Fragment und Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16), wie schon bei Cis-
platin (H20] (1) (Kapitel 7.1, Seite 129), zu Addukten fuhrt, die Proteine koordi-
nativ binden konnen. Deswegen wurde das DNA-Fragment fur zehn Minuten,
eine Stunde und 20 Stunden mit 100 uM (16) behandelt. Die denaturierenden
Polyacrylamidgelelektrophorese nach der Behandlung mit Zellextrakt in Abb. 64
zeigt jedoch, dass trotz der hohen Konzentration an (16) und der langen Reak-
tionszeit keine zusatzlichen Banden von DNA-Proteinkomplexe auftreten.

— [ 100 pM Anilin-4H-
isochinolinplatin(ll)
[DMSO] (16)
10Min| 1h | 20h
M- +|- + |- + |- +]|Ganzzell-
extrakt

Jfreie* DNA—

2 4 6 8

Abb. 64: Autoradiographie eines denaturierenden Polyacrylamidgels nach der Elektropho-
rese von DNA, die fir zehn Minuten, eine Stunde bzw. 20 Stunden mit 100 uM
Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) reagiert hat, nach Behandlung mit Puffer bzw.
Ganzzellextrakt (Spuren 4 —9). Zum Vergleich ist neben dem Langenmarker in
Spur 1 unplatinierte DNA, die nur mit Puffer (Spur 2) bzw. zusatzlich mit Ganzzell-
extrakt behandelt worden ist (Spur 3), aufgetragen.

Damit ist Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) die einzige der untersuchten Ver-
bindungen, die keine Addukte an DNA ausbildet, die Proteine koordinativ bin-

den kdnnen.

Vergleicht man die Laufeigenschaften der koordinativen DNA-Proteinkomplexe,

so findet man eine erstaunliche Ubereinstimmung. Dies legt den Schluf nahe,
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dass es sich bei den gebundenen Proteinen jeweils um die gleichen Proteine
handelt. Dies wiurde weiterhin bedeuten, dass die unterschiedlichen
Platinaddukte der verschiedenen Verbindungen von dem gleichen Protein
erkannt und gebunden werden. Dabei mull es sich um eine spezifische
Wechselwirkung handeln, da denaturierte Protein zu keinen koordinativen DNA-

Proteinkomplexe fihren (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt bilden Monoplatinverbindungen weniger Addukte aus, die Proteine
koordinativ binden konnen, als Bisplatinverbindungen. Die Solvolyse in DMSO
erhoht die Zahl der DNA-Protein-Quervernetzungen. Die Platin(IV)-Verbindun-
gen (9) und (10) lassen sich zwischen Cisplatin [H20] (1) und Cisplatin [DMSQO]
(1a) einordnen. Der sterisch anspruchsvolle Ligand in Anilin-4H-isochinolinpla-
tin(ll) (16) scheint dagegen die Ausbildung solcher koordinativer DNA-Protein-

Bindungen vollstandig zu verhindern.

Es fallt dabei weiter auf, dass Komplexe, die viele solche Addukte ausbilden,
weniger cytotoxisch zu sein scheinen (vgl. Kaptiel 1, Seite 57). Zu dieser
Gruppe gehort Cisplatin [DMSO] (1a) und alle untersuchten Bisplatinverbin-
dungen (8), (9), (11), (12), (13) und (14). Allerdings nimmt in der Gruppe der
Alkylbis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11), (12), (13) und (14) sowohl
die Cytotoxiziat als auch die Fahigkeit, Addukte auszubilden, die DNA mit Pro-
teinen vernetzen, mit der Lange der verbindenden Alkylkette zu. Falls die
Fahigkeit, koordinative DNA-Proteinkomplexe auszubilden umgekehrt proporti-
onal zu der Cytotoxizitat der Platinverbindung ist, mufd also hier eine weitere
Eigenschaft der Verbindungen die Konsequenzen dieser DNA-Proteinkomplexe
mehr als kompensieren. Es ist z.B. denkbar, dass die Bisplatinverbindungen
(11), (12), (13) und (14) auch andere zellulare Prozesse wie die Transkription

oder die Translation beeinflussen.

Komplexe, die am wenigsten oder Uberhaupt keine koordinativen DNA-Protein-
komplexe ausbilden (Cisplatin [H20] (1) bzw. Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16),
sind am cytotoxischten. Zu dieser Gruppe lassen sich auch die etwas weniger
cytotoxischen Verbindungen Monoamid-monoplatin(lV) (10) und Nonylethylen-

diaminplatin(ll) (15) zahlen.
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8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse sind schematisch in Tabelle 6, Seite 150f zusammengefasst.

Verbindung [LOsungsmittel] ICso Platinatome pro Zelle rg-Wert
der bei einer Ausgangs- | bei einer Ausgangs-
Cyto- konzentration von konzentration von
to[’ﬂﬁ/'lt]at 0,1 uM| 1uM |10 uM 0,1 uM| 1 uM | 10 M
Hexylbisethylendiaminplatin(ll) (11)
[DMSQO] NH/I:C"ZF:?L\NH > 1000* + ++ 4+ + ++ +++
HN—Ft—, cVPI\‘_N“Z
Cl Cl
Cisplatin (1a) [DMSQ]
"N > 100 ++ | | | |
HgN’P\t/ 389‘
Cl
Octyl-bisethylendiaminplatin(ll) (12)
[DMSQO] NH/[°H2 o NH 369* +++ +++ +++ ++ ++ +++
HZN"'T"\Cl cVPI\‘_NHZ
Cl Cl
Decyl-bisethylendiaminplatin(ll) (13)
[DMSQO] NH/[C”Z u— 124°* + ++ +4+ ++ +++ | 4+
HZN—T’“CI cV"I\‘_N”2
Cl Cl
Bisamid-bisplatin(ll) (8) [DMSQ]
HN-P'NHC 105 ++ +++ | -+ |+ +++ +++
" N;]:\/ M /\/k/
o \CI
Nonylethyl-endiaminplatin(ll) (15)
[DMSO] 43* ++ +++ | ++++ + ++ +++
HoN-= Pl‘*m
Dodecylbsethygf ajﬂ'u\platln(ll) (14)
[DMSO] 12 NH 42* ++ ++++ | +H+++ + +++ +++
HZN—Pt‘CI CI’Pt N”Z
CI CI
Bisamid-bisplatin(V) (9) @\;ﬁ
[H20] N WMM 36 ++ +++ | ++++ ++ +++ +++
?/\\:/%\\ :
Monoamid-mono-platin(IV) (10) [H,O]
s /TVH( 24 ++ 4+ | A |+ +++ | 4+
NOEE\?NHI
cl\\c//ln
Cisplatin (1) [H20]
HaN 1,4 ++ +++ [+ +H+ +++ +++
P 6,9°
cl ’
Anilin-4H-isochinolin-platin(ll) (16)
0,88 ++ +++ [+ +++ +++

[DMSO]
O NH2
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Verbindung [Losungsmittel] DNA-Sekundar- Inter- DNA-
strukturveranderungen strang- | Protein-
Aufdrillen | Biegung | Strang- |Verknupf- | querver-
briiche ungen netzung
Hexyl bisethylendiaminplatin(ll) (11)
[DMSO] NH/I:Cszs\NH F++ F++ - +++ 4+
”2N—’7"\C| crpl\'_N”2
Cl Cl
Cisplatin (1a) [DMSO]
HaN + + - + ++
pt—C!
HaN— Ty
Cl
Octyl-bis-ethylendiaminplatin(ll) (12)
[DMSO] N’H/[C”ZEL\NH +4++ - - +++ ++++
HN—Rt~c, cVPI\‘_N”2
Cl Cl
Decyl-bisethylendiaminplatin(ll) (13)
[DMSQ] NH/[CHz N e+ - - S +HH+
HN—Rt~¢ cVPI\‘_N"'2
Cl Cl
Bisamid-bisplatin(ll) (8) [DMSQO]
\ _ci
" 2 TR ++ - - +++ ++++
Hz\:{’\!‘i\/ ME/\)\/
o cl
Nonylethyl-endiamin-platin(Il) (15)
[DMSO] NH ++ +++ - ++ ++
HzN—P,’t-C|
Cl
Dodecylbisethylendiaminplatin(ll) (14)
[DMSO] (\NH/[‘:W]}NH/} ++++ - - +++++ ++++
1 |
HN=FRt~c, ci—R{™NH2
Cl Cl
Bisamid-bisplatin(IV) (9) [H20] «Z>.
WMA/L, + + ++ ++ ++++
Monoamid-mono-platin(IV) (10) [H,O]
s ﬁ/v'j( + ++ + ++ ++
HOEEE,/NM
c‘.\\c?én
Cisplatin (1) [H20]
HaN +++ +++ - ++ +
pt—Cl
HaN— 1y
Cl
Anilin-4H-iso"ccinoIin-pIatin(II) (16)
[DMSO] "1, + . i . ]

Tabelle 6: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. Die Verbindungen sind nach stei-
gender Cytotoxizitat geordnet. Mit * markierte ICs,-Werte wurden kolorimetrisch
bestimmt, die Ubrigen Werte durch Zellzahlung.
(Fortsetzung nachste Seite)
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Fortsetzung der Beschriftung zu Tabelle 6
Ein Minuszeichen bedeutet, dass dieser Effekt innerhalb des untersuchten
Bereichs nicht beobachtet wurde, wohingegen n. d. (nicht detektierbar) bedeutet,
dass die Angaben sich nicht bestimmen lieRen, weil andere Effekte die zu
beobachtende GréRRe maskieren. Die Zahl der Pluszeichen symbolisiert die Starke
des Effekts relativ zu den anderen Verbindungen.
Tendenziell werden die cytotoxischeren Verbindungen vermehrt in die Zellen
aufgenommen und fuhren auch zu mehr Addukten an der zellularen DNA aus.
Dabei sind bei verschiedenen Konzentrationen im Medium die Unterschiede in

der Zellaufnahme grofer als in der Zahl der Addukte.

Die Addukte an DNA erzeugen verschiedene DNA-Sekundarstrukturverande-
rungen. Die Fahigkeit, DNA aufzudrillen ist nur bei den Bisplatin(ll)-Verbindun-
gen (8), (11), (12), (13) und (14) mit Cisplatin [H20O] (1) vergleichbar oder sogar
noch starker ausgepragt. Der Vergleich mit einer analogen Monoplatin(ll)-Ver-
bindung (15) zeigt, dass dabei bifunktionale Addukte, die Uber den Alkylligan-
den vermittelt sind, eine grol3e Rolle spielen. Dafur fuhren die Bisplatin-
komplexe (8), (11), (12), (13) und (14) zu weniger Biegungen der DNA, die die
DNA verklrzen. Die schwachsten DNA-Sekundarstrukturveranderungen wur-
den mit Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) beobachtet. Die Platin(IV)-Komplexe
mussen als eigenstandige Klasse eingeordnet werden, da es die einzigen der
untersuchten Verbindungen sind, die DNA-Strangbriche erzeugen.

Bei den tetrafunktionalen Bisplatin(ll)-Verbindungen (8), (11), (12), (13) und (14)
ist auch die Fahigkeit, komplementare DNA-Strange einer Helix Uber ein Platin-
addukt zu verknupfen, besonders stark ausgepragt. Oxidation zu Platin(lV),
DMSO-Solvolyse und sterisch anspruchsvolle Liganden wie in (16) verlangsa-
men dagegen die Ausbildung von Interstrangverknupfungen.

Ein ahnlicher Zusammenhang ergibt sich fur die Ausbildung von DNA-Protein-
quervernetzungen. Verbindungen, die nicht vollstandig abgesattigte Addukte
erzeugen - entweder durch eine verlangsamte Weiterreaktion von Mono-
addukte, wie fur Cisplatin [DMSO] (1a) und (10), oder durch eine groliere Zahl
von Fluchtgruppen, wie in den Bisplatinverbindungen (8), (9), (11), (12), (13)

und (14) - bilden auch die meisten koordinativen Bindungen zu Proteinen aus.
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Diskussion der Ergebnisse

1 Cytotoxizitatstest und Untersuchung der DNA-Synthese

Cytotoxizitatstests dienen als Anhaltspunkt, ob die untersuchten Verbindungen
gegen Krebszellen wirksam sind. Die Verwendung von etablierten Zelllinien
ermdglicht es, die ermittelten Cytotoxizitatsdaten untereinander und auch mit
Literaturwerten zu vergleichen. Cisplatin (1) diente fur alle Versuche als Refe-
renz- und Vergleichsverbindung. Von einigen Arbeitsgruppen wurden fur L1210-
Zellen I1Cso-Werte von 0,22 pM¥’, 0,23 (+ 0,05) uM*8, oder 0,33 pM® veroffent-
licht. Im Vergleich dazu erscheint der von uns gefundene Wert von
1,4 (+0,2) M bzw. auch Literaturwerte von 0,8 uM'® und 1,5 uM'®" sehr hoch
zu sein. Vilpo et al."® konnten jedoch zeigen, dass L1210 Sublinien existieren,
die aufgrund eines XPG DNA Reparaturdefekts eine erhdhte Sensitivitat gegen
Mutagenese aufweisen. Fur die sensitiven L1210 Sublinien fanden sie einen
ICs0-Wert von 0,16 uM. Eine L1210 Zelllinie ohne diesen Reparaturdefekt ist mit
einem ICso-Wert von 1,1 uM auch weniger sensitiv gegenuber Cisplatin. Dies
legt den Schlul® nahe, dass die anfangs zitierten Literaturwerte von hyper-
sensitiven Zelllinien stammen. Die von uns eingesetzte Zelllinie ist dagegen mit
der Zelllinie ohne Reparaturdefekt vergleichbar. Berlcksichtigt man weiter, dass
es fur derartige Zelltests keine einheitliche Vorschrift gibt, d.h., dass Versuchs-
bedingungen, wie Medienzusammensetzung, Ausgangszelldichte oder auch die
Zahlmethoden variieren und die ICsp-Werte mit zunehmender Behandlungs-
dauer geringer werden,'® so fugt sich unser Ergebnis sehr gut in das von der

Literatur gezeichnete Bild.

Far die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe (11) — (14) bzw. Nonyl-ethy-
lendiaminplatin(ll) (15) wurden die ICso-Werte mit dem CellTiter 96" AQueous
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay von Promega bestimmt. Zur Kontrolle
wurde fir alle Proben mindestens ein Doppelansatz durch Zellzahlung bestimmt
wobei eine zufriedenstellende Ubereinstimmung zwischen dem Farbtest und

der Zellzahlung festgestellt wurde. Eine Ausnahme stellt Cisplatin (1) [H2O] dar,



Diskussion der Ergebnisse 154

da hier eine starkere Abweichung gefunden wurde. Der ICso-Wert der Zellzah-
lung ist mit 1,4 uM etwa flinfmal geringer als der mit dem Farbtest bestimmte
ICs0-Wert von 6,9 uM. Ein Grund fir den Unterschied kdnnte sein, dass der
Test auf der Reduktion einer Tetrazolium Verbindung 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS)
durch Dehydrogenase in den Mitochondrien lebender Zellen zu einem Forma-
zanfarbstoff beruht. MTS kann allerdings auch von Glutathion-S-Transferase
(GST) reduziert werden.'® Da jedoch Cisplatin (1) mit GSH reagieren kann,?’
konnte dies das Enzym GST anregen, mehr GSH zu produzieren. Diese ver-
starkte Enzymaktivitat wiarde aber auch zu einem starkeren Umsatz von MTS
fuhren und damit eine groRere Zahl von Zellen vortauschen. Offensichtlich wirkt
sich dieser Effekt bei den weniger aktiven Verbindungen im Gegensatz zu

Cisplatin (1) [H20] nur geringfligig aus.

Die Kurven der DNA-Synthese entsprechen den Graphen, die mittels Zell-
zahlung ermittelt worden sind. Die aus den Kurven bestimmten 1Cso-Werte sind
fur die DNA-Synthese etwas hoher als fur die Zellzahlung. Die geringen Unter-
schiede kdnnen darauf zurlckgeflhrt werden, dass die DNA-Syntheserate nicht
wie die Zellzahl zu einem Zeitpunkt nach 48 h bestimmt werden kann. Zur
Bestimmung der DNA-Synthese wird nach 42 h 3H-Thymidin zugegeben und
die Zellen fur weitere sechs Stunden inkubiert. Das heil3t, dass die DNA-Syn-
these nicht zu einem Zeitpunkt z.B. nach 48 h gemessen werden kann, sondern
Uber einen Zeitraum von sechs Stunden am Ende der 48 h gemessen wird. Da
die Zellzahl mit zunehmender Behandlungsdauer mit den Platinkomplexen ab-
oder zumindestens weniger zunimmt, ist auch die DNA-Synthese nach 42 h
noch hoéher als nach 48 h. Der ermittelte 1Cso-Wert der DNA-Synthese ist also
ein Mittelwert der DNA-Synthese zwischen 42 h und 48 h und damit etwas gro-

Rer als zum Zeitpunkt nach 48 h, an dem die Zellzahl bestimmt wurde.

Far die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen nimmt die Cytotoxizitat
mit der Lange der verbindenden Alkylkette zu. In Ubereinstimmung damit wurde
von anderen Autoren fur zwei Bisplatinverbindungen des Typs [{trans-
P{CI(NHa)2}o-HaN(CH2)-NH2)]%*, ohne Verbriickung der Amine und mit
monofunktionalen Platinspharen, fur den Komplex mit einer kirzeren Alkylkette
(n =4) mit 3,1 uM eine geringere Cytotoxizitat festgestellt als bei einer Ketten-

lange von n = 6 (2,4 pM)."’
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Dieser Zusammenhang zwischen Kettenlange und Cytotoxizitat ist jedoch nicht
allgemeingultig und lasst sich nicht ohne weiteres auf andere Verbindungs-
serien Ubertragen. So wurde flr eine ahnliche Serie von tetrafunktionalen Bis-
platinkomplexen mit der allgemeinen Formel {[PtCI;NH3]2H2N(CH2),NH2},
ebenso ohne Verbrickung der Amine an den beiden Platinspharen genau der

entgegengesetzte Trend beobachtet:*®
Verbindung Zellzahl
ICso + SD [LIM]
Cisplatin (1) 0,23 £0,05
{[PtCI2NH3]oH2N(CH2)nNH2}: n = 4 0,28 + 0,08
{[PtCI,NH3]oH2N(CH2)aNH2}: n = 5 0,37 £ 0,12
{[PtCI2NH;3].H2N(CH2)nNH2}: n = 6 0,54 +0,2

Tabelle 7:  Ubersicht der ICs-Werte der Bisplatinkomplexe {[PtCI,NH3],H,N(CH,),NH,}
mitn=4-6.
Aufgrund der insgesamt kurzeren Alkylketten dieser Verbindungen ist ein di-
rekter Vergleich nur eingeschrankt moglich. Im Gegensatz zu den von uns un-
tersuchten Komplexen (11) —(14) ist die Cytotoxizitat der {[PtCI.NH3].-
HoN(CHz).NHz}-Verbindungen nur unwesentlich geringer als die Cytotoxizitat
von Cisplatin (1) . Der Unterschied zu den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-
Verbindungen (11) — (14) kann teilweise durch die Verknlpfung der beiden
Amingruppen erklart werden, die die cytotoxische Wirkung vermindern kann. So
ist der ICso-Wert des mononuklearen cis-Ethylendiamindichloroplatin(ll)-

Komplexes mit 2,2 (+ 0,3) uM etwa dreimal geringer als fiir Cisplatin (1).'%

Ein wesentlicher Unterschied konnte auch sein, dass die Bisplatinkomplexe
{[PtCI2NH3]oH2N(CH2)aNH2} in DMF  gelést wurden und fur die Cytotoxizi-
tatstests auf 0,5 % DMF verdiinnt wurden,*® %
diaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13) und (14)] in DMSO geldst und auf

0,1 % DMSO verdunnt wurden. DMF weist jedoch an sich bereits Antitumor-

wahrend die Alkyl-bis-ethylen-

eigenschaften auf. Gegen Hals- und Kopf-Xenograftstumore, die in Nacktmau-
sen transplantiert worden sind, ist DMF selbst so aktiv wie Cisplatin (1), aller-
dings in 250-fache hdherer Dosierung.'® Ein prozentualer Anteil von 0,5 %
entspricht einer Konzentration von 68 mM DMF. In dieser GroRenordnung liegt
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der ICso-Wert von DMF, der in Fibroblasten z.B. bei 100 mM (0,7 %) liegt und
bei Keratinocyten bei 50 mM (0,4 %), wohingegen DMSO zwei- bis dreimal
(ICso-Wert = 200 - 140 mM bzw. 1,1 — 1,6 %) weniger cytotoxisch ist.'

AuBerdem senkt eine Konzentration von 103 mM an DMF den zellularen
Glutathionspiegel in menschlichen Dickdarmkrebszellen auf unter funf Prozent
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen.”” Es ist daher anzunehmen,
dass dies die Wirkung von Cisplatin-analoga steigert, da Glutathion die Platin-
komplexe im Cytosol abfangen kann.?' Weiterhin hat DMF auch in Dickdarm-
krebszellen eine wachstumshemmende Wirkung, die direkt proportional zu dem
verminderten Glutathionspiegel ist."”” Im Gegensatz dazu fanden Tofilon et
al."®® dass die Anwesenheit von DMSO wéhrend der Drogenbehandlung keinen
EinfluR auf die cytotoxische Wirksamkeit hat. Allerdings verstarkt eine Be-
handlung der Zellen mit 2 % DMSO fur mindestens 48 h vor der Cisplatin-Be-
handlung die cytotoxische Wirkung.'®® Die unterschiedlichen Eigenschaften der
Ldsungsmittel beeinflussen sicherlich die Cytotoxizitatsdaten. Sowohl die
cytotoxische Wirkung von DMF, als auch die Absenkung des Glutathionspiegels
konnten die Cytotoxizitat der Bisplatinkomplexe {[PtCI,NH3]oH2N(CH2),NH2}
verstarken und eine Erklarung fur die grof3en Unterschiede zu den DMSO gel6-
sten Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen [(11), (12), (13) und (14)]

sein.

Die starke cytotoxische Wirkung der mononuklearen Verbindung (15), die mit
der wirkungsvollsten binuklearen Verbindung (14) vergleichbar ist, kann als
Hinweis gewertet werden, dass flir die verminderte Cytotoxizitat der Bisplatin-
verbindungen [(11), (12), (13) und (14)] eine Verringerung der Freiheitsgrade
der beiden Platinspharen durch eine Verkurzung der Alkylkette eine Rolle spielt.
Die Flexibilitat wird durch die Ethylenbricke zwischen den Amingruppen noch
weiter eingeschrankt. Im ganzen kdnnen auf diese Weise sterische Hindernisse
bei der Reaktion mit DNA entstehen, die auch die Cytotoxizitat negativ

beeinflussen.'®

Anilin-4H-isochinolinplatn(ll) (16) ist trotz der Solvolyse in DMSO etwa zweimal
aktiver als Cisplatin [H20] (1). Dabei kénnte dieser Komplex aufgrund des Chlo-
rid-DMSO-Austausches anders metabolisiert werden als Cisplatin [H20] (1).
Dieser Effekt von DMSO wurde fur Cisplatin auch an einigen Tiermodellen ge-
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zeigt. Wird Cisplatin z.B. zusammen mit DMSO intravends in Ratten gespritzt,
vermindert sich die Nierentoxizitat von Cisplatin (1). Eine mdgliche Erklarung
ist, dass der Austausch von Chlorid gegen DMSO die Reaktion von Cisplatin (1)
mit empfindlichen Stellen auf dem Burstensaum der proximalen Tubuli verhin-
dert. Der Zusatz von DMSO zu Cisplatin (1) beeinflusst andererseits die Anti-

tumoraktivitat von Cisplatin (1) gegen L1210 Maus Leukémie nicht signifikant.”"®

In einer anderen Studie wurde Ratten eine Cisplatin-Losung mit 2,5 % DMSO
oral verabreicht. Schon bei der Gabe von niedrigen Dosen in Kombination mit
DMSO war eine heftige Toxizitatssteigerung zu beobachten. Durch Zusatz ei-
nes Diuretikums (Furosemid) verschwanden die toxischen Effekte und es resul-
tierte eine signifikant starkere Abnahme des Tumorvolumens im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die mit der gleichen Dosis Cisplatin (1) ohne DMSO behandelt
worden war.""" Diese Beispiele verdeutlichen, dass Cytotoxizitatstests in Zell-

kulturen nur begrenzt Aussagen Uber Wirkungen im Organismus zulassen.

Zur Einordnung der cytotoxischen Wirkung der untersuchten Komplexe kénnen
das klinisch eingesetzte Carboplatin (2) und das als inaktiv geltende Transplatin
als zusatzliche Anhaltspunkte dienen. Carboplatin (2) muss gegen Eierstock-

"2 \wohin-

krebszellen zehn- bis zwdlfmal héher dosiert werden als Cisplatin (1),
gegen das inaktive Transplatin mit ICso-Werten von 15,7 pM,"®" 13,6 uM*® bzw.
15,7 uM* in L1210 Zellen etwa zehn-"°" bis 50-fach® * weniger cytotoxisch ist
als das cis-Analogon. Legt man diese Grof3enordnungen als Malstab zu-
grunde, so kdénnten sich von den, nach zunehmender Cytotoxizitat geordneten,
neu getesteten Komplexen Nonylethylendiaminplatin(ll) (15), Dodecyl-bis-
ethylendiaminplatin(ll) (14), Bisamid-bisplatin(IV) (9), Monoamid-monoplatin(ll)

(10) und Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) als antitumoraktiv erweisen.

2 Platinmenge in den Zellen

Ein grundsatzliches Problem der Platinbestimmung in Zellen ist, dass eine Un-
terscheidung von extrazellular an der Plasmamembran adsorbierten Verbin-
dungen von tatsachlich in die Zellen aufgenommen Komplexen nicht mdglich
ist. Roberts et al.””®"'* haben jedoch gezeigt, dass der Anteil extrazelluldr ge-
bundener Komplexe bei Experimenten mit Platinverbindungen meistens weni-

ger als zehn Prozent der tatsachlich aufgenommenen Verbindungen ausmacht.
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Der Einflu® einer Ungenauigeit in dieser Grofienordnung kann fur einen ersten

Vergleich der Komplexe vernachlassigt werden.

Fir die Platinmenge pro Zelle lasst sich der Trend ablesen, dass flur die starker
cytotoxisch wirkenden Verbindung mehr Platinkomplexe in den Zellen sind. Es
gibt allerdings keinen direkten Zusammenhang zwischen der Platinmenge in
Zellen und der Cytotoxizitat des Komplexes. So wurde fur alle Platinverbindun-
gen bei einer Aussenkonzentration von 10 uM in den Zellen mehr Platin ge-
messen, als fur Cisplatin (1) [H20] bei 1 uM Ausgangskonzentration, das hier
bereits cytotoxisch wirkt. Das heif3t, dass die Konzentration der Platinkomplexe
in der Zelle an sich nicht allein ausschlaggebend fir die Cytotoxizitat sein kann.
Lux et al.,'"® die ahnliche Untersuchungen mit anderen Platinverbindungen
durchgefuhrt haben, fanden ebenfalls keinen generellen Zusammenhang zwi-
schen Cytotoxizitat und absoluter Platinanreicherung in den Zellen. Ein direkter
Vergleich der Platinmengen in den Zellen gestaltet sich schwierig, da sowohl
die Versuchsbedingungen als auch die Angaben sehr unterschiedlich sind. Flr
eine bessere Vergleichbarkeit wurden die im Folgenden angegebenen Werte
auf Platinatome pro Zelle nach 48 h Behandlungsdauer mit einer Ausgangs-
konzentration von 10 uM umgerechnet. Diese Berechnungen setzen voraus,
dass die Zellaufnahme sowohl mit steigender Konzentration als auch mit zu-
nehmender Zeit linear zunimmt. Tatsachlich wurde sowohl fur die Konzentra-
tionsabhangigkeit,*® '® als auch fiir die zeitliche Abhangigkeit''® lineare Zu-
sammenhange gefunden. Die Steigung der Kurven hangt allerdings von den
untersuchten Verbindungen ab. Soweit diese Steigung nicht angegeben wurde,
wurde fur die Berechnung ein linearer Zusammenhang angenommen. Dies be-
deutet, dass bei einer Verdoppelung der Konzentration oder Zeit sich die Pla-
tinmenge in den Zellen verdoppelt. Diese Annahme fluhrt sicherlich zu unge-
nauen Berechnungen, aber da die so durchgeflhrten Extrapolationen geringer
als eine Grollenordnung waren, sollten die Abweichungen der so erhaltenen
Werte keine Groflenordnung ausmachen. In jedem Fall werden die Orginalbe-
dingungen und Werte in Klammern angegeben. Lux et al.'"® fanden fiir Cisplatin
eine errechnete Menge von 3 - 10° Platinatomen pro Zelle [Bei einer Behand-
lungsdauer von 24 h und einer Ausgangskonzentration von 5 uM wurden 1,2 ug
Platin pro g Protein gemessen, der Proteingehalt einer Zelle wird mit 0,205 ng

angegeben]. Aus einer Untersuchung zur pH-Abhangigkeit''® wurde ein
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Platingehalt zwischen 3 - 10" und 5 - 10" Atomen pro Zelle errechnet [Bei einer
Behandlungsdauer von 6 h und einer Ausgangskonzentration von 6,7 uM
(2 pg/ml) wurden 2 ng Platin pro 10° Zellen bestimmt]. Aus den Ergebnisse der
Gruppe von Farrell®® wurde die Zahl der Platinatome auf 3 - 10® berechnet [Bei
einer Behandlungsdauer von Null bis zwei Stunden und einer Ausgangskon-
zentration von 28 uM wurden 1,2 pmol Platin pro 10° Zellen, pM und Stunde
bestimmt]. Der hochste Platingehalt von 4 - 108 ergibt sich aus den Daten von
Gibbons et al.'® [Bei einer Behandlungsdauer von fiinf Stunden und einer Aus-
gangskonzentration von 17 pM (5 pg/ml) wurden 0,219 nmol Platin pro mg
Protein und Stunde bestimmt, der Proteingehalt von 10° Zelle wird mit 0,111 mg
angegeben]. Der in der vorliegenden Arbeit gemessene Vergleichswert von ca.
8 - 10 Platinatomen pro Zelle liegt innerhalb der umgerechneten Literaturwerte.
Zur Beurteilung des Einflusses der Platinmenge in den Zellen kann noch
herangezogen werden, dass der Platingehalt nach der Behandlung mit dem als
inaktiv geltenden Transplatin etwa doppelt so hoch ist wie nach der Behandlung
mit Cisplatin.®® Der im Vergleich mit Cisplatin weniger cytotoxische
cis-Ethylendiamindichloro-platin(ll)-Komplex wird dagegen etwa viermal schwa-
cher aufgenommen als Cisplatin (1).100 Diese Vergleiche machen, zusammen
mit den in dieser Arbeit vorgestellten Daten deutlich, dass es keine eindeutige
Korrelation zwischen Zellaufnahme und Cytotoxizitat gibt. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Zellaufnahme die Cytotoxizitat beeinflufit.
Gerade fur eine Reihe von Komplexen, in der sich eine Eigenschaft, die die
Zellaufnahme beeinflusst, kontinuierlich andert, kdnnen evtl. Auswirkungen der
unterschiedlichen Zellaufnahme auf die Cytotoxizitat beobachtet werden. So
nimmt far die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11) - (14) die
Lange der verbindenden Alkylkette und damit die Lipophilie zu. Die erhohte
Lipophilie erleichtert wiederum die Zellaufnahme'"” und kénnte ein Grund fiir

die zunehmende Cytotoxizitat sein.

Die Menge der Platinkomplexe in den Zellen ist nicht allein ausschlaggebend
fur die cytotoxisch Wirkung der Verbindungen, da bei unterschiedlichen Kom-
plexen wie zum Beispiel Cis- und Transplatin keine Korrelation zwischen Zell-
aufnahme und Cytotoxizitat gefunden wurde.*® Offenbar beeinflussen auch die
verschiedenartigen weiteren Reaktionen in der Zelle die Cytotoxizitat und diese

Effekte konnen sich viel starker auswirken als die Zellaufnahme.
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3 Platinaddukte an DNA

Die DNA wird in der Regel als Zielmolekul fur die cytotoxische Wirkung der Pla-
tinkomplexe angesehen.'® 19120 Dje  Akkumulation einer Verbindung auf
zellularer DNA wird durch ein Flie3gleichgewicht bestimmt. Dieses Gleichge-
wicht wird durch die Effizienz der Zellaufnahme, die effektive Konzentration der
freien Verbindung im Zell- bzw. Nukleoplasma, die Reaktivitat der Verbindung
unter intrazellularen Bedingungen und die Effizienz der Wiederentfernung z.B.

durch Reparatur der Lasionen bestimmt.

Die Unterschiede in der Menge der DNA-gebundenen Komplexe ist mit etwa
zwei Zehnerpotenzen geringer als bei der Zellaufnahme. Der Bereich der ge-
fundenen rg-Werte zwischen 4 - 107 und 5 - 10 Platinatomen pro Nukleotid
deckt sich sehr gut mit den von Lux et al.'"® gefundenen Werten (9 - 107 bis
6 - 10”° Platinatomen/Nukleotid), wobei fiir letzere Untersuchung die Zellen fiir
4, 12 und 24 Stunden mit einer Konzentration von 5 pM der verschiedenen
Komplexe behandelt worden sind."'® Die Werte fiir Cisplatin (1) lagen dabei
zwischen 1,0 - 10° Platinatomen/Nukleotid nach 4 h und 1,6 - 10° Platinato-
men/Nukleotid nach 24 h. In einer weiteren Untersuchung wurde nach einer
funfstindigen Behandlung mit 15 pM cis-Ethylendiamindichloroplatin(ll) ein
rg-Wert von 2 - 10° Platinatomen pro Nukleotid bestimmt.'® Die Vergleichs-
werte sind ein grober Anhaltspunkt fur den Modifikationsgrad der zellularen
DNA bei der Behandlung mit Platinkomplexen. Unsere rg-Werte zeigen eine
zufriedenstellende Ubereinstimmung mit den Literaturwerten. Aufgrund der
unterschiedlichen Versuchsbedingungen ist eine Umrechnung auf eine ge-
meinsame Basis und damit ein direkter Vergliech fur die rg-Werte nicht maglich.
Es wurde zwar ein linearer Zusammenhang zwischen Platinmenge in den
Zellen, und damit auch der Konzentration im Medium, und dem Platinierungs-
grad der DNA gefunden,'® aber es gibt keine eindeutige Korrelation der DNA-
gebundenen Platinmenge mit der Inkubationszeit.""® Deswegen kénnen nur die
in dieser Arbeit unter konstanten Bedingungen durchgeflihrten Messungen
untereinander verglichen werden. Die Zahl der Platinaddukte an zellularer DNA
erlaubt keine Aussage Uber die cytotoxische Wirkung.

Abgesehen von dem starken Anstieg der Addukte der Verbindungen (14)

und (15) fuhrt eine Steigerung der Ausgangskonzentration um zwei Groflen-
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ordnungen lediglich zu einer Verzehnfachung der DNA-Addukte. Dies deutet
darauf hin, dass die Addukte z.B. durch Reparatur wieder von der DNA entfernt

werden.

Die Zahl der DNA-Addukte allein ist also fur die Cytotoxizitat nicht entschei-
dend, die Wirkung wird offenbar durch weitere Prozesse beeinfludt, die durch
die Art der Addukte bestimmt werden. Die Art der Addukte bedeutet dabei so-
wohl die moglichen Addukte an sich, wie monofunktionale Addukte, intra-, oder
intermolekulare Quervernetzungen, oder Proteinquervernetzungen, sowie die
von den jeweiligen Addukten hervorgerufenen Veranderungen der DNA-Se-

kundarstruktur.

4 DNA-Sekundarstrukturveranderungen

Nachdem die Menge der DNA-Addukte an sich fur die Cytotoxizitat nicht aus-
schlaggebend ist, kdnnten die weiteren Auswirkungen von Platinaddukten auf
der DNA vor allem durch die Art der Addukte und den damit verbundenen DNA-
Sekundarstrukturveranderungen beeinflusst werden. Beispielsweise behindern
Addukte von Cisplatin (1) an zwei benachbarten Guaninen, und nicht, wie man
intuitiv vermuten wirde, die Interstrangquervernetzungen, die DNA-Replikation
am starksten.'?' Die Transkription wird dagegen gleichermaRen durch d(GpG)-,
d(ApG)-1,2-Intrastrangverkniipfungen,'® durch 1,3-Intrastrangaddukte zwi-
schen zwei Guaninen (d(GpXpG) und Interstrangverkniipfungen blockiert.'®
Dagegen kdonnen monofunktionale Addukte von Cisplatin (1) und Addukte von
Transplatin iibergangen werden.'®® AuRerdem wurde Unterschiede in der Re-
paratureffizienz der verschiedenen Addukte festgestellt, die in Kapitel 6,

Seite 168, genauer diskutiert werden.

Die lokalen Veranderungen der DNA-Sekundarstrukturveranderungen durch
einzelne Addukte von Cisplatin (1) wurden in der Einleitung (Kapitel 2.1,

Seite 14) besprochen.

Da fur die neuartigen Komplexe, insbesondere die Bisplatinkomplexe, die mog-
lichen Addukte sich von denen des Cisplatins unterscheiden kdnnen, wurden
nicht Addukte an speziellen Sequenzen, sondern statt dessen die DNA-
Sekundarstrukturveranderungen, die die Summe der Veranderungen durch die
einzelnen Addukte sind, untersucht.
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Als Referenz diente Cisplatin [H20] (1), das die DNA aufdrillt und durch nicht-
periodische Biegungen scheinbar verkiirzt.?® Die Solvolyse in DMSO verlang-
samt das Aufdrillen und noch starker die Verklrzung der DNA. Diese Beob-
achtung ist eine Folge der starkeren Verlangsamung der Ausbildung bifunktio-
naler Addukte im Vergleich zum ersten Angriff einer Nukleobase (vgl.
Kapitel 4.2, Seite 80). So drillt ein Monoaddukt des Triamminchloroplatinat(ll)-
Komplexes die DNA halb so stark auf wie Cisplatin (1)."** Monoaddukte kénnen
aber die DNA nicht biegen bzw. verkirzen. Erst die langsamere
Bisadduktbildung fuhrt dann zu starkerem Aufdrillen und auch zur Verkirzung.

Bisamidbisplatin(ll) (8) drillt die DNA trotz der Solvolyse in DMSO schneller auf
als Cisplatin [H20] (1), fuhrt aber zu keiner Verkirzung der DNA. Es ist un-
wahrscheinlich, dass dieses starke Aufdrillen allein durch Monoaddukte zu-
stande kommt. Zum einen ist die Reaktion mit DNA durch die DMSO-Solvolyse

verlangsamt,®

so dass weniger Addukte gebildet werden als durch Cisplatin
[H20] (1), und zum anderen drillen Monoaddukte die DNA auch geringfugiger
auf als Bisaddukte.'® Bifunktionale Addukte innerhalb einer Platinsphére wiir-
den, wie fur Cisplatin [H20] (1) gezeigt, die DNA biegen und damit verkurzen.
Deswegen kann das starke Aufdrillen ohne gleichzeitige Verkurzung nur durch
Monoaddukte der Platineinheiten erklart werden, die aber Uber den gemeinsa-
men Briickenliganden zu bifunktionalen Addukten verknlpft sind. Dieses Modell
wird von Bisplatinkomplexe mit einzahnigen Koordinationsspharen des Typs
[{PtCI(NH3)2)2HaN(CH2)sNH,**  bestatigt.® Diese Komplexe kénnen keine
bifunktionalen Addukte innerhalb einer Platinsphare ausbilden. Ebenso wie
Bisamidbisplatin(ll) drillen diese Komplexe die DNA sowohl in der cis- als auch
in der trans-Konformation vergleichbar mit Cisplatin [H2O] (1) auf, zeigen aber
praktisch keine Verkiirzung.'® Erstaunlicherweise wurden fiir die analoge tetra-
funktionale Verbindung [{PtCl>(NH3)}>H2N(CH2)4NH>] keine erkennbaren Veran-
derungen in der elektrophoretischen Mobilitat superhelikaler DNA festgestellt.125
In einer spateren Untersuchung wurde jedoch festgestellt, dass das
CD-Spektrum von DNA, die mit dieser Bisplatinverbindung behandelt worden
war, sehr dhnlich zu Cisplatin (1) behandelter DNA ist.”” Da anhand des Circu-
lardichroismus durch die Platinierung induzierte Konformationsanderungen der
DNA beobachtet werden konnen, bedeuten vergleichbare Veranderungen im
CD-Spektrum, dass sich die DNA-Sekundarstrukturveranderungen der beiden



Diskussion der Ergebnisse 163

Komplexe nur wenig unterscheiden. Der Vergleich mit einzahnigen und zwei-
zahnigen Platinspharen in Bisplatinverbindungen zeigt also, dass Bisamidbis-
platin(ll) (8) nach der Solvolyse in DMSO offensichtlich nur ligandenvermittelte
Bisaddukte ausbildet, die einzelnen Platinspharen also monofunktional sind.

Die entspannten, offenen Plasmidzirkel werden durch die Behandlung mit
Bisamidbisplatin(ll) (8) verlangsamt. Dieser Effekt wurde aufgrund der positiv
geladenen Addukte urspriinglich auch fiir Cisplatin (1) erwartet.®® Die Verkiir-
zung aufgrund nicht periodischer Biegungen fuhrt bei Cisplatin jedoch dazu,
dass der Ladungseffekt tiberkompensiert wird.®

Die untersuchten Platin(IV)komplexe (9) und (10) drillen die DNA auf und ver-
klrzen diese, allerdings wesentlich schwacher als Cisplatin [H2.0] (1). Die zu
Cisplatin (1) analoge Platin(IV)-Verbindung cis,cis-trans-Pt(NH3),Cl,(OH), Oxo-
platin reagierte scheinbar nicht mit DNA, da die elektrophoretische Mobilitat von
DNA nicht verandert wird.'®® Es wurde vermutet, dass aufgrund der beachtliche
Kristallfeldstabilisierungsenergie der d®-Elektronenkonfiguration in Platin(IV)-
Komplexen und den energetisch wesentlich héher liegenden Ubergangszu-
stande mit einer finf- bzw. siebenfachen Koordination bei einer Sy1- bzw. Sn2-
Reaktion keine Ligandenaustauschreaktion mit DNA-Basen eingehen.89 Statt
dessen wurde eine Aktivierung durch Reduktion zu Platin(ll) in vivo als Reak-
tionsmechanismus vorgeschlagen.®® Als weiterer Reaktionsmechanismus
wurde vorgeschlagen, dass Spuren von Platin(ll)-Komplexen die Reaktion von
Platin(IV)-Verbindungen mit DNA katalysieren. Dabei wirden die Platin(ll)-
Komplexe mit DNA reagieren und dann durch eine freie Platin(IV)-Verbindung
zu Platin(IV) oxidiert. Die auf diese Weise entstehende freie Platin(ll)-Verbin-
dung reagiert dann wieder mit DNA und wird anschliel3end oxidiert. Damit wur-
den zwar nur Platin(ll)-Komplexe mit DNA reagieren, aber letztendlich praktisch
ausschlieBlich Platin(IV) an die DNA koordiniert sein. Allerdings konnte keine
Oxidation von DNA gebundenem Cisplatin durch Oxoplatin nachgewiesen
werden, die ein Hinweis auf einen derartigen katalytischen Effekt ware.'?’
Weiterhin wurde in dieser Untersuchung durch ELISA, Maxam-Gilbert Foot-
printing, HPLC-Analyse von enzymatisch verdauter DNA und Transkriptions-
untersuchungen gezeigt, dass Oxoplatin direkt als Platin(IV)-Komplex mit DNA
reagieren kann.'® Platin(IV)-Verbindungen kénnen also direkt mit DNA rea-
gieren. Neben DNA-Sekundarstrukturveranderungen, die mit den von Cisplatin
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(1) induzierten Veranderung vergleichbar sind, erzeugen die Platin(IV)-Verbin-
dungen zusatzlich DNA-Einzelstrangbriche. Solche Strangbriiche werden auch
durch  Bis(isopropylamin)-frans-dihydroxy-cis-dichloroplatin(lV)  CHIP  her-
vorgerufen, wobei wahrscheinlich Hydroxylradikale die aktive Spezies sind.'?®
Die letzere Platin(IV)-Verbindung drillt die DNA allerdings nicht auf und fuhrt
auch nicht zur Verkiirzung der DNA."?® Eine Kombination von DNA-Sekundar-
strukturveranderungen und DNA-Strangbriichen wurde bisher noch nicht be-
schrieben. Moglicherweise induzieren die Platin(IV)-Komplexe (9) und (10)
damit zwei unterschiedliche Mechanismen, die unabhangig voneinander zur
Cytotoxizitat fGhren. Damit waren die Platin(IV)-Komplexe (9) und (10) in Cis-

platin-resistenten Tumoren besonders vielversprechend.

Mit zunehmender Lange der Alkylkette in den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-
Komplexen (11) — (14) wird die DNA weniger stark gebogen, aber starker auf-
gewunden. Auch in [{trans-PtCI(NHs)2},H,N(CH2).NH,]*" beeinflusst die Lange
der Alkylkette den Einflu auf die DNA-Konformation. Anhand der CD-Spektren
kann allerdings keine genaue Aussage uber die Art der Konformationsanderun-
gen abgeleitet werden.'?® Nonyl-ethylendiaminplatin(ll) (15), die analoge mono-
nukleare Verbindung, drillt die DNA weniger stark auf und fuhrt zu einer star-
keren Verkurzung als die Bisplatinverbindungen (11) — (14). Dies ist eine wei-
tere Bestatigung daflr, dass die Bisplatinverbindungen (8), (11) — (14) Uberwie-
gend ligandenvermittelte bisfunktionale Addukte ausbilden, wobei die einzelnen
Platinspharen Uberwiegend monofunktional bleiben. Dadurch wird die DNA
aufgewunden, aber kaum verkurzt. Die mononukleare Verbindung (15) dagegen
kann keine derartigen bifunktionalen Addukte ausbilden und drillt deswegen die
DNA auch weniger stark auf. Statt dessen bilden sich mehr direkte Bisaddukte
innerhalb der einen Platinsphare aus, die die DNA verkurzen.

Anilin-4H-Isochinolinplatin(ll) (16) erzeugt DNA-Sekundarstrukturveranderun-
gen, die mit den Veranderungen von Cisplatin [DMSO] (1a) behandelter DNA
vergleichbar sind. Offensichtlich werden die DNA-Sekundarsturkturveran-
derungen starker durch die Solvolyse in DMSO beeinflusst als durch unter-
schiedliche Aminliganden. Andererseits kdonnte die raumliche Anordnung des
Ringsystems den Angriff von DNA-Basen behindern. Rdntgenstrukturen von
1-(2-Aminophenyl)-1,2,3,4tetrahydroisochinolinen zeigen, dass die beiden
aromatischen Ringe gegeneinander verdreht sind.”® '*° Sollte diese Konfigura-
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tion auch in den entsprechenden Platinkomplexen vorliegen, so konnten diese
Ringsysteme das zentrale Platinatom abschirmen. Ein derartige Abschirmung
des Platinmetalls wurde fur den Komplex cis-Amminedichloro-(2-methylpyridin)-
platin(ll) ZD0473 (5) gefunden, in dem der Pyridinring um 102,7° gegenuber der
durch die quadratisch planare Anordnung um das Platinatom definierten Ebene
verdreht ist und damit die 2-Methylgruppe axial zu dieser Ebene steht und das
Platinatom abschirmt.™®' Dies filhrt zu einer insgesamt geringeren Reaktivitat

und zu einer langsameren Reaktion mit freier DNA."*?

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die geringere Reaktivitat besteht darin,
dass das Ringsystem die Flexibilitat der Cisplatineinheit einschrankt und damit
der fiinffach koordinierte Ubergangszustand der Sy2-Reaktion ungiinstiger wird.
Die vergleichbaren DNA-Sekundarstrukturveranderungen von Cisplatin [DMSO]
(1a) und Anilin-4H-Isochinolinplatin(ll) (16) sind ein Beispiel dafur, dass diese
DNA-Sekundarstrukturveranderungen an sich die gravierenden Unterschiede
der Cytotoxizitat nicht erklaren kénnen. Ein Verbindungsglied zwischen DNA-
Addukten bzw. den Sekundarstrukturveranderungen und der cytotoxischen
Wirkung konnte die Erkennung und Bindung von Proteinen an die Platinaddukte
sein. Allerdings ist auch fur die Proteinbindung unklar, welche Strukturen fur die
Erkennung wichtig sind. Untersuchungen der Bindung von HMG1 bzw. der
Endonuklease VII des Bakteriophagens T4 - als Beispiele fur Struktur-
erkennende Proteine - an spezifische Addukte von Cis- und Transplatin
erbrachten keine Korrelation zwischen Aufdrillen bzw. Biegungen in der DNA
und der Erkennung durch diese Proteine."®® Zusétzliches lokales Aufschmelzen
und eine erhdhte Flexibilitat der DNA an aufgedrillten bzw. gebogenen DNA-
Bereichen erschweren offenbar die Erkennung der Addukte. So konnte der
Grund, warum 1,3-Intrastrangverkntpfungen von Cis- und Transplatin nicht von
HMG1 erkannt werden, sein, dass die DNA an diesen Addukten flexibel ist."
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die untersuchten DNA-Sekun-
darstrukturveranderungen fur die Proteinerkennung allein nicht hinreichend
sind. Einen Sonderfall stellen die Einzelstrangbriche, die die Platin(IV)-Ver-
bindungen hervorrufen, da die zusatzlichen andersartigen Schaden auf einem
anderen Weg zur Cytotoxizitat fUhren konnten und damit das Spektrum von cis-

Platin basierenden Komplexen erweitern konnten.
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5 DNA-Interstrangverknupfungen

Die Verknupfung zweier DNA-Strange erzeugt DNA-Sekundarstrukturverande-
rungen, die nicht mit denen der anderen Addukte zu vergleichen sind (vgl. Ka-
pitel 2.1, Seite 14) und die Trennung der DNA-Strange z.B. bei der Replikation
oder Transkription wird blockiert. Obwohl diese Interstrangverknipfungen nur
einen kleinen Prozentsatz der Addukte ausmachen, wurde in einigen Zellkul-

turexperimenten eine Korrelation zur cytotoxischen Wirkung gefunden.’*

Far die in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen war die Cytotoxizitat jedoch

unabhangig von der Fahigkeit Interstrangverknipfungen auszubilden.

Aufgrund der grolReren Freiheitsgrade der Bisplatinverbindungen und der Poly-
funktionalitat konnen diese Komplexe eine grofere Vielfalt an Addukten und
damit auch an Interstrangverkniipfungen ausbilden als Cisplatin (1).%” Der Ab-

stand der Chloridionen in Cisplatin (1) von 0,34 nm*: '

erlaubt nur Interstrang-
verknipfungen zwischen direkt benachbarten Basenpaaren, wohingegen der
Abstand der Platinspharen in Komplexen des Typs [{PtClx(NH3)}.-
H2N(CH2),NH2] mit vier Methylengruppen 0,95 nm betragt und fur n = 6: 1,2 nm
ist.”?® Damit kénnen schitzungsweise vier Basenpaare Uberbriickt werden.'®
Eine Verlangerung der Alkylkette kann zu mehr Interstrangverknipfungen
fuhren, wie fUr die Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Komplexe auch beobachtet
wurde. Auch wenn es intuitiv einleuchtet, dass ein gro3ere Abstand der Platin-
spharen eine grof3ere Vielfalt an Addukten zulalt und damit sich mehr Moglich-
keiten fur intermolekulare Verknlpfungen eroffnen, lasst sich der Zusammen-
hang von zunehmenden Interstrangverknupfungen mit groRerem Abstand der
Platinspharen nicht ohne weiteres auf andere Komplexe Ubertragen. Z.B. fuhren
die Verbindungen trans-[{PtCI(NH3)}.HoN(CH,).NH2]?* zwar zu wesentlich
mehr Interstrangverknupfungen als Cisplatin (1), aber der Komplex mit der

kirzeren Alkylkette (n = 3) bildet einen hoheren Anteil an Interstrangverknip-

* Die Orginaldaten sind 0,034 nm Abstand der Chloridliganden in Cisplatin (1), 0,12 nm fiir den
Platinabstand in trans-[{PtCI(NH3),}H,N(CH.)sNH,J** und 0,23 bis 0,25 nm fir BBR3464 (7).
Diese Angaben sind offensichtlich um eine Zehnerpotenz zu klein, da zum einen bereits eine
C-C-Einfachbindung 0,154 nm lang ist [Holleman, A. F., Lehrbuch der Anorganischen Chemie /
Holleman-Wiberg, deGruyter Verlag Berlin, 1995'°', 136.] und zum anderen, wie im Text bereits
erwahnt, der Abstand der Platinspharen in [{PtCly(NH3)}>H,N(CH2)sNH,] mit 1,2 nm angegeben
wird.
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fungen aus als der analoge Komplex mit n = 6." Ebenso formt die dinukleare,
zweifach positiv geladene Verbindung frans-[{PtCI(NH3).}» H2N(CH2)6NH2]2+, die
bei einem Abstand der Platinsphdren von 1,2 nm*® lediglich bis zu vier
Basenpaare Uberspannen kann (1,4-Addukt), mehr Interstrangverknupfungen
(70 — 90 %) als die trinukleare, vierfach positiv geladene Verbindung BBR3464
(7) (20 %), die mit einem Platin-Platin-Abstand von 2,3 bis 2,5nm* 6-8

Basenpaare Uberbricken kann.

Allein eine groRere Zahl von Interstrangverknupfungen fuhrt aber auch nicht
unbedingt zu einer erhohten Cytotoxizitat. So bildet beispielsweise cis-
[{PtCI2(NH3)}2H2N(CH2)sNH;] etwa 250 mal mehr Interstrangverknipfungen aus

als Cisplatin (1),"®

aber beide Komplexe haben eine vergleichbare Cytotoxizi-
tat.>” Des Weiteren haben systematische Studien von Bisplatinverbindungen
des Typs [{PtClx(NH3)3.}2H2N(CH2)sNH2]Clsox mit x =1 oder 2 und cis- oder
trans-Konfiguration gezeigt, dass Komplexe mit einzahnigen Platinspharen und
trans-Konfiguration weniger cytotoxisch sind, aber mehr Interstrangverkntpfun-
gen ausbilden als der analoge Komplexe mit jeweils zwei cis-standigen Chlorid-
Iiganden.97 Andererseits wurden die meisten Interstrangverknipfungen in dieser
Gruppe fur cis-[{PtCI(NH3)2}2H2N(CH2)4NH2]Cl, gefunden, das auch cytotoxi-
scher als der analoge 1‘rans-KompIex124 und die entsprechende tetrafunktionale

cis-Verbindung ist.”’

Auch Platin(IV)-Verbindungen, wie cis-Diammindichloro-trans-dihydroxypla-
tin(IV) [Oxoplatin],"?" Bis(isopropylamin)-trans-dihydroxy-cis-dichloroplatin(IV)
[CHIP]'?® kénnen Quervernetzungen zwischen zwei DNA Stringe ausbilden.
Far Ammin-bisbutyrato-cyclohexylamindichloroplatin(lV) [JM221] wurde daruber
hinaus in zwei Zelllinien gezeigt, dass die Interstrangverknupfungen langsamer
ausgebildet werden als bei Cisplatin (1)."* Dies steht in Ubereinstimmung zu
unseren in vitro Untersuchungen, bei denen die Ausbildung von In-
terstrangverknipfungen von Monoamid-monoplatin(lV) (10) ebenfalls langsa-
mer war als von Cisplatin (1). Fur Ammin-bisbutyrato-cyclohexylamindichloro-
platin(IV) [JM221] wurde darUber hinaus gezeigt, dass die absolute Menge an
solchen Interstrangquervernetzungen nur zehn bis zwanzig Prozent der Inter-
strangverknupfungen von Cisplatin (1) ausmacht. Trotzdem ist diese Platin(IV)-
Verbindung in den untersuchten Zelllinien cytotoxischer als Cisplatin.’®
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Ausgehend von der Effizienz von Platinkomplexen, Interstrangquervernetzun-
gen auszubilden, kann also nicht auf die Cytotoxizitat der Verbindungen ge-
schlossen werden. Dies legt den weitergehenden Schlul® nahe, dass die Inter-
strangverknupfungen als Erklarung fur die Cytotoxizitat nicht ausreichend
sind.’®* 1% Maglicherweise liegt die geringe biologische Signifikanz der Inter-
strangverknUpfungen auch darin begrindet, dass diese unter physiologischen
Bedingungen zu Intrastrangverknipfungen umlagern kénnen,™’ oder dass sie

sehr effizient repariert werden.'®

6 DNA Reparatur

In unserem DNA-Reparatursynthesetest haben wir eine optimale Proteinmenge
von 10 pg pro 50 pl Reaktionsvolumen gefunden. Wood et al.®* fanden fiir Ex-
trakte aus menschlichen Lymphzellen eine Zunahme der Reparaturaktivitat bis
zu 160 pg Proteinextrakt in 50 pl Reaktionsvolumen. Allerdings erhdhte eine
zunehmende Proteinmenge bis zu 150 pg pro 50 pl Reaktionsvolumen den
Einbau radioaktiver Nukleotide auch in der ungeschadigten Kontroll-DNA.
Ubersteigt das Volumen an Zellextrakt jedoch in etwa 20 % des Reaktions-

volumens, so wird die Reaktion inhibiert."®

Far menschliche HelLa Zellen, die auch in dieser Arbeit verwendet wurden, fan-
den Ullah et al.'"® eine Zunahme der Reparaturaktivitit zwischen 5 pg und
50 pg pro 50 pl Reaktionsvolumen. Nach diesem Maximum nimmt die Repara-
tureffizienz wieder ab.'*® Es ist bekannt, dass die Parameter wie Pufferbedin-
gungen oder Proteinkonzentrationen fur jedes Zellmodell neu optimiert werden
miissen.™! Gleichwohl ist die von uns gefundene Abhéngigkeit der DNA-Repa-
ratursynthese von der Proteinkonzentration in guter Ubereinstimmung mit den

publizierten Vergleichsdaten.

Die DNA-Reparatursyntheseaktivitat nahm innerhalb der ersten sechs Stunden
linear zu. Auch nach zehn Stunden war noch eine Intensitatssteigerung zu be-
obachten, die allerdings geringer war als zu Beginn der Reaktion. Die von
Wood et al** beobachtete Reparatur von UV-geschadigtem Plasmid war
ebenso zwischen 30 Minuten und sechs Stunden linear, danach wurde nur
noch ein leichter Anstieg beobachtet. In einer weiteren Untersuchung erfolgte

die starkste Reparatursynthese in den ersten drei bis sechs Stunden woraufhin



Diskussion der Ergebnisse 169

erneut eine Phase mit einem schwacheren Anstieg der DNA Reparatursynthese
folgte.”™® Insgesamt stimmen die von uns beobachteten Charakteristika der
DNA-Reparatursynthese gut mit anderen Untersuchungen uberein. Deswegen
waren sowohl die Extraktpraparationen, als auch die gewahlten Versuchs-
bedingungen fur den DNA-Reparatursynthesetest geeignet.

Fiar Cisplatin (1) behandelte DNA konnte nur wenig DNA-Reparatursynthese
beobachtet werden. Prinzipiell kdnnte dies eine Folge von starkerem Hinter-
grund aufgrund unspezifischer DNA-Synthese sein. Legt man publizierte Ver-

haltnisse von Signal zu Hintergrund von fiinf bis sechs* zu eins bzw. zehn° z

u
eins zugrunde, so kann eine auch wenig erhdhte Hintergrund-DNA-Synthese
die tatsachliche DNA-Reparatur geringer erscheinen lassen. Es ist bekannt,
dass Plamide im Laufe der Zeit, auch bei 4 °C oder durch wiederholtes Auf-
tauen, Strangbriche erfahren, die zu erhdhtem DNA-Synthesehintergrund fuh-
ren.® Eine weitere Aufreinigung der Plasmid-DNA (ber einen neutralen
Saccharosegradienten kann den Hintergrundeinbau drei- bis vierfach reduzie-
ren' und damit hitte die Reparatur von Cisplatinaddukten deutlicher sichtbar
werden konnen. Allerdings konnte durch die Verwendung eines frisch prapa-
rierten Plasmid keine wesentliche Verbesserung festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt). Weiterhin kann aufgrund der deutlichen Signale bei der Repa-
ratur von UV-Schaden eine Insuffizienz des in vitro Reparatursystems als Ursa-
che fur die geringe Reparatursynthese der Cisplatin-geschadigten DNA ausge-
schlossen werden. Das heildt, dass Cisplatinaddukte schlechter repariert wer-
den als UV-Schaden. Diese Schluf3folgerung ist konsistent mit DNA-Reparatur-

synthesetests von Szymkowski et al..'*?

Die Reparatureffizienz der untersuchten Cisplatinanaloga war vergleichbar
niedrig wie die Reparatureffizienz der Cisplatinaddukte. Geringfugige Unter-
schiede innerhalb der beobachteten Schwankungen kdnnen nicht ausgeschlos-
sen werden, spielen aber gegebenenfalls flr die unterschiedlichen cytotoxi-
schen Wirkungen der Komplexe nur eine untergeordnete Rolle. Es wurden auch
fur sehr unterschiedliche DNA Schaden, wie z.B. Pyrimidindimere, Psoralen-
addukte und Cisplatinaddukte, vergleichbare DNA-Reparatursyntheseaktivitaten
beobachtet.'*® Dariiber hinaus zeigen auch die verschiedenen Cisplatinaddukte
in wild-type Fibroblasten ein vergleichbares Reparaturmuster.”® Ebenso
entspricht die Effizienz der DNA-Reparatursynthese von Transplatinaddukten
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der  Reparatureffizienz  von  Cisplatinaddukten.”®  Auch  d(GpG)-
1,2-Intrastrangverknipfung von Cisplatin (1), Oxaliplatin (3) und Satraplatin
[JM216] (6) an einem ca. 140 Bp langen DNA-Fragment - wenige Basen von
einem radioaktiv markierten Nukleotid entfernt - wurden in einem Excisions-Re-
paraturtest mit Zellextrakten von menschlichen Zellen (HelLa) gleich effizient
ausgeschnitten.™* In einer frilheren Untersuchung'*® wurde fiir das d(GpG)-
1,2-Intrastrang-Addukt von Cisplatin (1) in einem geschlossenen Plasmid dage-
gen keine DNA-Reparatursynthese beobachtet. In anderen Untersuchungen der
in vitro Reparatur wurden Unterschiede in der Reparatureffizienz spezifischer
Addukte gefunden. So fuhren Pt(dien)Cl Addukte (Monoaddukte) in einem
DNA-Reparatursynthesetest mit Zellextrakten aus menschliche Lymph- oder
HelLa-Zellen zu praktisch keiner DNA-Synthese. In einem Excisions-Repa-
raturtest, bei dem spezifische Cisplatinaddukte an einem ca. 160 Bp langen
DNA-Fragment wenige Basen von einem radioaktiv markierten Nukleotid ent-
fernt als Substrat dienten, wurden 1,3-Intrastrangaddukte bei der Inkubation mit
Ganzzellextrakten besser ausgeschnitten und als ca. 30 bp langes Excisions-
produkt nachgewiesen als 1,2-Intrastrangaddukte, wohingegen fur Interstrang-
verknipfungen keine Excision nachgewiesen werden konnte.'® Letzeres Er-
gebnis kdnnte madglicherweise eine Folge der Substratlange von 160 Bp sein.
Es wurde zwar gezeigt, dass die minimale Substratlange fur menschliche
(HeLa) Ganzzellextrakte bei Cyclobutan-Thymin-Dimere ungeféhr 100 bp ist,®
aber es ist moglich, dass flr die Reparatur von Interstrangverknipfungen ein
gréReres Substrat benotigt wird. Diese Uberlegung wird gestiitzt durch eine
andere Untersuchung, die gezeigt hat, dass in einem in vitro Reparatursynthe-
setest mit Ganzzellextrakten Interstrangverknupfungen an Plasmid-DNA besser
repariert werden als Intrastrangaddukte.’® Ein ahnliches Bild ergibt sich fiir
Psoralen Monoaddukte, die weniger zur in vitro DNA-Reparatursynthese
beitragen als Interstrangverkniipfungen.™’ Méglicherweise werden die Bifunk-
tionalen Addukte aufgrund der starkeren DNA-Sekundarstrukturveranderungen

besser erkannt als Monoaddukte und deswegen auch effizienter repariert.™’

Im Gegensatz dazu nimmt die Reparatureffizienz von spezifischen Cisplatinad-
dukten mit ABC Excinuklease, dem Nukleotid-Excisions-Reparatursystem von
E. coli, von d(GpG)-1,2-Intrastrangverknupfung mit 7 % Uber d(ApG)-
1,2-Intrastrangverknipfungen mit 10 —12 % bis hin zu 20 -30 % fur
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1,3-Intrastrangaddukte (d(GpXpG) bzw. Monoaddukte zu."® Die Effizienz der
Reparatur von Monoaddukten durch ABC-Excinuklease'*® ist dabei in Uberein-

stimmung mit der geringen Toxizitit von Monoaddukten. ' '

Offensichtlich lassen sich aber die Ergebnisse des prokaryontischen Systems
nicht auf Eukaryonten ubertragen, bei denen eher Toleranz der Monoaddukte
und nicht verstarkte Reparatur fir die mangelnde Toxizitdt von Monoaddukten

verantwortlich gemacht wird."®

Die oftmals widerspruchlichen Ergebnisse zwischen verschiedenen Untersu-
chungen hangen sicherlich mit den unterschiedlichen Methoden, wie Substrat-
lange, Untersuchung der Excisionsprodukte oder der DNA-Reparatursynthese,
prokaryontische oder eukaryontische Systeme und nicht zuletzt in vivo oder in
vitro Untersuchungen, zusammen. Aus diesem Grund ist es schwer, verlaliliche

Schluf¥folgerungen zu ziehen.

Es wird vermutet, dass die abweichenden Cytotoxizitaten von Cisplatin (1) und
Transplatin keine Folge unterschiedlicher Reparatur sind'° und dass die Art der
Nichtabgangsliganden von Cisplatinanaloga die Wirkung der Platin-DNA-
Addukte offenbar iiber einen reparaturunabhéngigen Weg beeinflusst.'*®

Zweifelsohne kann die Reparatur von DNA-Addukten die cytotoxische Wirkung
von Cisplatin verandern, da z.B. verstarkte Reparatur als eine Resistenzur-
sache gefunden wurde.”" Eine unterschiedliche Reparatur ist dabei aber nicht
unbedingt auf die Art der Addukte zurtickzufuhren sondern kann auch auf eine
insgesamt erhdhte Reparatureffizienz der Zellen zurickgehen. Die Reparatur-
effizienz konnte dabei, dhnlich wie bei dem SOS-System in E. coli,’® durch
Transkriptionsaktivierung der Gene der an der Reparatur beteiligten Proteine
erfolgen. Eine solche Aktivierung von Reparaturproteinen kann bei in vitro Tests

mit Zellextrakten von unbehandelten Zellen nicht auftreten.

Ein anderer Mechanismus fur aktivierte Reparatur ist die Transkriptions-gekop-
pelte Reparatur,'®® die dafiir verantwortlich ist, dass DNA-Schaden an transkri-
bierten Genen effizienter repariert werden als in nicht-transkribierten Bereichen
des Genoms."™* Aus diesem Grund kann es durchaus sein, dass die Repara-
tureffizienz insgesamt gering erscheint, die Addukte, die die Transkription be-

hindern wurden, jedoch sehr effizient repariert werden. Die Transkriptions-ge-
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koppelte Reparatur kann durch die bislang eingesetzten in vitro Reparaturtests

nicht untersucht werden.

Ein weiterer Aspekt ist das Zusammenspiel von Adduktbildung, Reparatur und
Zelltod. Die Monoaddukte von Cisplatin [DMSO] (1a) reagieren langsamer zu
bifunktionalen Addukten als solche von Cisplatin [H20] (1) (vgl. Ergebnisse, Ka-
pitel 4.2, Seite 80 und die Diskussion der Ergebnisse, Kapitel 4, Seite 161).
Ahnliche monofunktionalen Addukte werden entweder toleriert'® oder repa-
riert™’ und téten in jedem Fall die Zelle nicht. Damit ist bei einem vergleichba-
ren Platinierungsgrad die Zahl der cytotoxischen Addukte geringer und die Zelle
hat eine groRere Chance, die nicht tolerablen Addukte zu reparieren und so zu
uberleben. Dieses Modell setzt keine verbesserte Reparatur der Cisplatin-
[DMSO]J-Addukte voraus und ist in guter Ubereinstimmung mit der gegenlber
Cisplatin [H20] (1) verminderten Cytotoxizitat von Cisplatin [DMSO] (1a)
(Tabelle 2, Seite 63) und den in dieser Arbeit vorgestellten Unterschieden in der
Veranderung der DNA-Sekundarstruktur, die darauf schlielen lassen, dass die
Ausbildung von bifunktionalen Addukten durch die DMSO-Solvolyse
verlangsamt wird (Kapitel 4.2., Seite 80).

Ein ahnlicher Modell wurde als Erklarung fur Cisplatinresistenz in einer L1210-
Zelllinie vorgeschlagen. In dieser Zelllinie wurden weniger Interstrangverknupf-
ungen beobachtet und als Erklarung wurde vorgeschlagen, dass Monoaddukte
z.B. aufgrund eines erhohten Thiolgehaltes vermehrt stabilisiert werden. Da-
durch verkurzt sich die Zeit in der sich bifunktionale Addukte ausbilden kdnnen
und gleichzeitig kann die geringere Zahl der Bisaddukte effizienter repariert

werden.'®®

7 DNA-Proteinquervernetzungen

Der koordinativen Verknlpfung von Proteinen an DNA Uber Platinkomplexe

wurde bisher aufgrund des geringen Anteils wenig Bedeutung beigemessen.”

Allerdings wurden in L1210 Zellen nach der Behandlung mit Cisplatin (1) bzw.
Transplatin mehr DNA-Proteinverknupfungen als DNA-Interstrangverkntpfun-
gen gefunden.'® Dariiberhinaus kénnte die Selektivitat von gebundenen Pro-
teinen die Relevanz der DNA-Proteinplatinkomplexe erhdohen. Wird z.B. ein
wichtiger Transkriptionsfaktor koordinativ an die DNA gebunden, so konnte dies
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die Transkription entscheidender Gene verhindern und indirekt zum Zelltod fuh-

ren.

Ein Beispiel fur eine selektive Quervernetzung von Proteinen wurden z.B. bei
der Behandlung von Zellkernen mit Cisplatin gefunden. Es wurden nur Nicht-
Histon-Proteine an DNA koordinativ gebunden, wohingegen keine Reaktion mit
Histonen beobachtet wurde.?® Als Reaktionsmechanismus fiir die koordinative
Bindung von Proteinen an DNA ist zum einen denkbar, dass Proteine, die be-
reits an DNA gebunden sind, durch einen bifunktionalen Platinkomplex koordi-
nativ mit der DNA verknUpft werden, oder dass Platin-DNA-Addukte von Protei-
nen erkannt und gebunden werden, woraufhin die Proteine koordinativ an die
DNA gebunden werden. Es wurden bereits eine Vielzahl von Proteinen be-
schrieben, die Cisplatinaddukte an DNA erkennen und binden kdnnen, dazu
gehoren neben HMG1-Box-Proteinen, darunter einige Transkriptionsfaktoren
(SRY, LEF-1, UBF, mtTFA, Ixr1 u.a.), und Proteine, die an der DNA-Reparatur
beteiligt sind (XPE, XPA, ERCC1, MUTSa .u.a.).”’ Allerdings wurde fiir keines
dieser Proteine bislang eine koordinative Bindung Uber Cisplatinaddukte an die
DNA beschrieben.

Das Reparaturprotein UvrA von E. coli wurde vielfach als Modellsystem einge-
setzt. Es bindet an ungeschadigte, zirkulare Plasmid DNA mit einer ungefahr
tausendfach geringeren Effizienz als an Cisplatin behandelte DNA.™® In vitro
Untersuchungen mit gereinigten Reparaturproteinen von E. coli haben gezeigt,
dass ein geringer Anteil von UvrA zusatzlich an Cis- oder Transplatin modifi-
zierte DNA koordinativ gebunden wird."® Etwas mehr DNA-Proteinverkniip-
fungen wurden mit UvrAB und DNA, die mit dem bifunktionalen einzahnigen
[{trans-PtCI(NH3)2}2-H2N(CH2)4NH2]Clo-Komplex behandelt worden war, festge-
stellt.”® Dabei wurden sowohl UvrA als auch UvrB koordinativ gebunden, wobei
die Zahl der DNA-Proteinverknupfungen mit zunehmender Konzentration von
UvrA zunahm, bis eine Sattigung erreicht war.'® Dabei wurden schatzungs-
weise 50 — 75 % des gebundenen Proteins auch koordinativ mit der DNA ver-
netzt."® Dabei scheint die spezifische Bindung des Schadenserkennungspro-
teins UvrA eine wesentliche Rolle zu spielen, da BSA oder durch Hitze'® bzw.
SDS'® denaturierte UvrAB-Proteine nicht koordinativ gebunden werden. Eine
weitere Steigerung der koordinativen Verknupfungen wurde fir einen tetrafunk-
tionalen Platinkomplex des Typs [{cis-PtCl(NH3)}>-H2N(CH2)sNH2] beobach-
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tet.”® Dies deckt sich mit unseren Untersuchungen, die gezeigt haben, dass die
tetrafunktionalen Bisplatinkomplexe (9), (11), (12), (13) und (14) die meisten

DNA-Proteinverknupfungen ausbilden.

Ein weiterer Aspekt, der die Zahl der Proteinquervernetzungen beeinflussen
kann, ist, neben der erhdohten Zahl von potentiellen Bindungsstellen, die Ge-
schwindigkeit der Ausbildung bifunktionaler Addukte an der DNA. Die Halb-
wertszeit von Cisplatin Monoaddukten betragt zwei bis drei Stunden und in die-
ser Zeit kdnnen Reparaturenzyme noch koordinativ gebunden werden."®' Mo-
noaddukte  des  antitumoraktiven'®?  cis-[N-2-Amino-N-2-methylamino-
2,2,1-bicycloheptan]dichloroplatins(ll) haben dagegen, wahrscheinlich aufgrund
der sterisch anspruchsvollen Norbornylgruppe, eine Halbwertszeit von etwa
acht Stunden.'®® Fir cis-[N-2-Amino-N-2-methylamino-2,2,1-bicycloheptan]di-
chloroplatin(ll) konnten dann auch deutlich koordinative Bindungen von UvrB an
DNA beobachtet werden, wahrend fur Cisplatin praktisch keine DNA-Protein-
quervernetzungen gefunden wurden.'® Die Iangere Persistenz von Cisplatin-
monoaddukten nach der Solvolyse in DMSO ist wahrscheinlich auch die Ursa-
che fur die groRere Zahl von DNA-Proteinquervernetzungen. Die langsamere
Weiterreaktion der DMSO-Komplexe zu bifunktionalen DNA-Addukten erhoht
bei den Bisplatinkomplexen (9), (11), (12), (13) und (14) offenbar zusatzlich zu
der groReren Zahl der potentiellen Bindungsstellen die Zahl der koordinativ ge-
bundenen Proteine. So bildet Bisamid-bisplatin(lV) (9) deutlich weniger Pro-
teinquervernetzungen aus als Bisamid-bisplatin(ll) (8), welches in DMSO gelost
worden war. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass Anilin-
4H-isochinolinplatin(ll) (16) trotz der DMSO-Solvolyse keine DNA-Proteinquer-
vernetzungen ausbildet. Moglicherweise behindert der Isochinolinligand auch
die Reaktion mit Proteinen oder das reaktive Platinzentrum wird durch Interka-

lation des Liganden von Proteinen abgeschirmt.

Im Prinzip kénnen Platin-DNA-Komplexe Proteine, die an der DNA-Reparatur
beteiligt sind, abfangen und sind damit potentiell tédliche DNA-Addukte."® Auch
Monoaddukte konnten damit aufgrund ihrer Fahigkeit, Reparaturproteine
koordinativ zu binden, zu tddlichen Lasionen werden.'®® Allerdings wurde in der
vorliegenden Arbeit eine entgegengesetzte Korrelation zwischen koordinativer

DNA-Proteinbindung und Cytotoxizitat gefunden. Ebenso wurde fur Cis- und
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Transplatin keinerlei Korrelation zwischen DNA-Proteinquervernetzungen und

Cytotoxizitat gefunden.®

Es scheint daher eher so zu sein, dass die Platinaddukte durch die Bindung von
Proteinen entweder als DNA-Monoaddukte toleriert oder repariert werden. Die
Abnahme der DNA-Proteinquervernetzungen in Zellen nach Cis- oder Trans-
platinbehandlung deutet dabei eher auf Reparatur hin.?* "¢ Da der Anteil von
DNA-Proteinquervernetzungen an den gesamten Platin-DNA-Addukten zwi-
schen Cis- und Transplatin gering und in etwa vergleichbar ist,* spielt in die-
sem Fall eine eventuelle detoxifizierende Wirkung durch koordinativ gebundene
Proteine entweder eine eher untergeordnete Rolle oder die Reparatur der
koordinativen DNA-Proteinaddukte ist sehr effizient. Anhand der in dieser Arbeit
vorgestellten in vitro Untersuchungen und den vorliegenden Literaturdaten kann
die Hypothese aufgestellt werden, dass entweder die langsamere Ausbildung
von bifunktionalen Addukten an sich und / oder die Bindung von Proteinen an

monofunktionale Addukte flr eine geringere Cytotoxizitat verantwortlich ist.
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Modell zur Erklarung der unterschiedlichen cyto-

toxischen Wirkung von Cisplatinanaloga

Aus den gewonnenen Erkenntnissen wird zur Erklarung der unterschiedlichen

Cytotoxizitat der verschiedenen Komplexe folgendes Modell vorgeschlagen:

Alle untersuchten Cisplatinanaloga gelangen in die Zellen und reagieren im
Zellkern in unterschiedlichem Ausmalf} mit der DNA. Die Differenzen in der Zahl
der Platinaddukte sind aber zu gering, um damit allein die grolen Unterschiede
der Cytotoxizitat zu erklaren. Es mul also unterschiedliche Arten von Addukten
geben, die sich in ihrem cytotoxischen Potential unterscheiden. Das Verhaltnis
der verschiedenen Addukte bestimmt dann die Cytotoxizitat des

Platinkomplexes.

Zuerst bilden Platinkomplexe an der DNA Monoaddukte aus, die die DNA
schwach aufdrillen und keine oder nur eine geringe cytotoxische Wirkung auf-

weisen.

Aus den monofunktionalen Addukten bilden sich nach und nach bifunktionale
Addukte von denen zumindestens einige cytotoxisch wirken. Eine Wechselwir-
kung des Komplexliganden mit den DNA-Basen, z.B. Uber Interkalation, konnte
z.B. fur Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) zu pseudobifunktionalen Addukten
und damit ebenfalls zu verstarkter Cytotoxizitat fuhren. Welche spezifischen
bifunktionalen Addukte bzw. welche DNA-Sekundarstrukturveranderungen fur
die Cytotoxizitat verantwortlich sind und welche Mechanismen dann zum Zelltod
fuhren muld in in detailierten Untersuchungen noch gezeigt werden. Weder
Aufdrillen noch Biegungen der DNA konnten an sich fur die cytotoxische
Wirkung verantwortlich gemacht werden. Mdglicherweise spielen andere
Parameter, wie Einzelstrangbereiche oder erhohte Flexibiltdt der DNA an

Platinaddukten, zusatzlich eine Rolle in der Induktion des Zelltodes.

Parallel zur Ausbildung von bifunktionalen Addukten kénnte die Reparatur von
Platinaddukten die Zahl der potentiell todlichen Lasionen verringern. Es bildet
sich also ein Flie3gleichgewicht zwischen Adduktbildung und Entfernung durch

Reparatur oder Umlagerungen. Je geringer die Zahl der cytotoxischen Lasionen
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ist, desto groRer sind die Uberlebenschancen der Zelle. In dieser Arbeit wurden
zwei mogliche Mechanismen beschrieben, die das Gleichgewicht zwischen
nicht-cytotoxischen monofunktionalen und cytotoxischen bifunktionalen
Lasionen beeinflussen. Zum einen konnte eine langsamere Reaktion der Mono-
addukte zu bifunktionalen Addukten im gleichen Zeitraum zu weniger cytotoxi-
schen Lasionen fuhren und damit der Zelle ermdglichen, durch Reparatur der
gefahrlichen Addukte zu Uberleben. Eine zweite Mdglichkeit die cytotoxische
Wirkung eines Platinkomplexes zu verringern ware, dass die koordinative Bin-
dung von Proteinen an DNA-Addukte die Ausbildung von bifunktionalen DNA-
Addukten verhindert und etvl. auch die Reparatur dieser Addukte erleichtert.
Sowohl das Abfangen von Monoaddukten durch Proteinbindung, als auch eine
erleichterte Repartur der DNA-Proteinquervernetzungen sollte zur Detoxifizie-
rung beitragen. Cisplatinanaloga, die langlebige monofunktionale Addukte aus-
bilden oder eine groRere Zahl von DNA-Proteinquervernetzungen eingehen,
sind also entweder aufgrund von Toleranz oder effizienterer Reparatur weniger

cytotoxisch.

Komplexe, die sehr schnell bifunktionale Addukte ausbilden, wie z.B. Cisplatin
(1), oder solche, die durch sterische Hinderung keine koordinativen Bindungen
zu Proteinen eingehen und vielleicht durch zusatzliche Wechselwirkungen, wie
Interkalation, pseudobifunktionale Addukte ausbilden, wie z.B. Anilin-
4H-isochinolinplatin(ll) (16), bilden dagegen in kurzer Zeit viele potentiell cyto-
toxische Lasionen aus. Cisplatinanaloga, die schnell bifunktionale Addukte aus-
bilden sind dementsprechend vielversprechende Kandidaten fur die

Tumortherpie.
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Ausblick

Die Cytotoxizitatsuntersuchungen an L1210 Zellen erlauben eine ungefahre Ab-
schatzung der Wirksamkeit der Verbindungen. Fur eine nahere Charakterisie-
rung der Spezifitat soll in zukunftigen Experimenten die cytotoxische Wirkung in
Zelllinien aus verschiedenen Geweben verglichen werden. Eine starke cyto-
toxische Wirkung in bestimmten Zelllinien ist ein Hinweis auf eine antitumorale
Wirkung des entsprechenden Komplexes in dem Gewebe, dem die Zelllinie
entstammt. Sollten sich in den Zellkulturuntersuchungen Praferenzen zeigen, so
sollte die Spezifitat in einem Tiermodell bestatigt werden. Fur diese Unter-
suchungen konnten bereits Mitglieder der AWO (Arbeitsgemeinschaft Wirkstoff-
entwicklung in der Onkologie der deutschen Krebsforschungsgesellschaft)

gewonnen werden.

Neben der Gewebespezifitat soll auch die Wirkung in verschiedenen Cisplatin
resistenten Zelllinien verglichen werden, um festzustellen, ob eine Behandlung

mit den neuen Platinkomplexen diese Resistenzen Uberwinden kann.

Daruberhinaus werden die mechanistischen Untersuchungen fortgesetzt. So
soll neben den bereits untersuchten DNA-Sekundarstrukturveranderungen fest-
gestellt werden, ob die Addukte der einzelnen Verbindungen Einzelstrangbe-
reiche ausbilden bzw. die Flexibilitat der DNA erhohen und ob es diese Veran-
derungen der DNA-Sekundarstruktur sind, die die Cytotoxiziat bestimmen.

Eine weitere wichtige Frage, die diese Arbeit aufgeworfen hat, ist, ob und wo-
durch die verlangsamte Ausbildung von bifunktionalen Addukten die cyto-
toxische Wirkung verringert. Ein Ansatzpunkt dafir ist die Synthese von Ana-
logverbindungen zu den getesteten Komplexen, in denen pro Platinsphare ein
Chlorid gegen Ammoniak ausgetauscht wird und die damit monofunktional wer-
den bzw. nur noch ligandenvermittelte Verknipfungen ausbilden kénnen. Eine
geringere Cytotoxizitat dieser Analogverbindungen ware eine erste Bestatigung
dafur, dass Monoaddukte entweder repariert oder toleriert werden und somit die
Uberlebenschancen der Zellen erhoht wird. Eine groRerer Zahl von Addukten
der monofunktionalen Verbindungen auf der zellularen DNA wirde flr einen

Toleranzmechanismus sprechen, wohingegen eine geringere oder abnehmen-
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de Adduktzahl auf DNA-Reparatur hinweisen wirde. Zur Unterscheidung dieser
beiden Mdglichkeiten soll die Kinetik der Adduktbildung auf zellularer DNA un-

tersucht werden.

FUr den in dieser Arbeit verwendeten in vitro Reparatursynthesetest wurden
Zellextrakten von ungeschadigten Zellen verwendet. Eine Induktion von Repa-
raturproteinen durch DNA-Schaden, z.B. Uber Transkriptionsaktivierung der
entsprechenden Gene, ist in diesem System nicht mdglich. Um eine eventuelle
Aktivierung von Reparaturproteinen zu untersuchen, sollen Extrakte von mit
Cisplatin (1) und Cisplatinanaloga behandelten Zellen hergestellt und die Repa-

raturaktivitat mit Extrakten von unbehandelten Zellen verglichen werden

In dieser Arbeit wurde die Fahigkeit der Addukte, Proteine zu binden, vergli-
chen. Um Hinweise auf mogliche Signalwege zur Zellzykluskontrolle, Reparatur
oder zum Zelltod zu bekommen, sollen diese gebundenen Proteine identifiziert
werden. Eine genaue Identifzierung, z. B. durch Mikrosequenzierung, erfordert
zwar groRere Proteinmengen ware aber unter der Vorraussetzung, dass es sich
bei jeder Bande nur um ein gebundenes Protein handelt, machbar. Parallel
dazu sollte in jedem Fall untersucht werden, ob diese koordinativen Protein-
DNA-Addukte auch nach der Behandlung von Zellen mit den Platinkomplexen
auftreten und ob auch hier eine Korrelation zur Cytotoxizitat besteht. Dazu
konnte genomische DNA isoliert werden und die koordinativ gebundenen
Proteine durch Cyanidbehandlung freigesetzt werden. Die Proteine, oder gege-
nenfalls das Protein, kdnnte(n) entweder Uber eine Acrylamidgelelktrophorese
mit den oder dem in vitro isolierte(n/m) Protein(en) verglichen werden oder

ebenfalls durch Mikrosequenzierung identifiziert werden.

Unsere Ergebnisse sprechen dafur, dass Komplexe, die langlebige Monoad-
dukte bzw. nur Uber Bruckenliganden vermittelte bifunktionale Addukte ausbil-
den, inaktiv sind. Da die Ausbildung von Interstrangverknipfungen ebenfalls
nicht mit der Cytotoxizitat korreliert, kdnnten 1,2- oder 1,3-Intrastrangver-
knupfungen fur die cytotoxische Wirkung verantwortlich sein. Ein Syntheseziel
sollten deswegen Verbindungen sein, die moglichst schnell bifunktionale oder
pseudobifunktionale Addukte ausbilden. Dazu sollten Komplexe mit bifunktio-
nalen Abgangsgruppen, wie Malonat, die eine Weiterreaktion der Monoaddukte

begunstigen, synthetisiert werden. Weiterhin sollte die Anilinisochinolin-
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leitstruktur systematisch variiert und auf eine eventuelle zusatzliche Wechsel-

wirkung mit den DNA-Basen optimiert werden.

Mit diesen Komplexen kann dann das vorgeschlagene Modell der unterschiedli-
chen cytotoxischen Wirkung der Cisplatinanaloga Uberpruft und entwickelt
werden.
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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, durch die Untersuchung verschiedener Cisplatinana-
loga zum einen Substanzen zu finden, die aufgrund ihrer cytotoxischen Wirkung
antitumoraktiv sein konnten. Zum anderen sollte durch den Vergleich cytoto-
xischer und weniger cytotoxischer Verbindungen untersucht werden, ob die
Aufnahme in die Zellen, die Bindung an DNA und den damit verbundenen
Sekundarstrukturveranderungen, die Reparatur der DNA-Addukte und die koor-
dinative Bindung von Proteinen an DNA Uber die Platinkomplexe die Cytotoxi-

zitat beeinflussen.

Die Cytotoxizitatsuntersuchungen haben gezeigt, dass zwar viele der unter-
suchten Verbindungen [(1a), (8), (11), (12) und (13)] als inaktiv einzustufen
sind, einige aber zeigten eine leichte [(9), (10), (14) und (15)] bis starke cyto-
toxische Wirkung (16). Da alle untersuchten Cisplatinanaloga Chelatliganden
aufweisen, flhrt eine Verbrickung der Aminliganden allein nicht zu einer Erhoé-
hung der Cytotoxizitat. Die Verknlpfung zweier cis-Platineinheiten fuhrte Gber-
wiegend zu geringen Cytotoxizitaten. Fur die untersuchten Alkyl-bis-ethylen-
diaminplatin(ll)-Verbindungen (11) — (14) nahm die cytotoxische Wirkung mit
dem Abstand der Platinspharen zu. Die schwache Wirkung der Bisplatinkom-
plexe ist wahrscheinlich Uberwiegend auf die DMSO-Solvolyse zurickzufuhren,
die auch die Cytotoxizitat von Cisplatin stark vermindert. Dementsprechend
zeigten der wasserlosliche Platin(IV)-Komplexe (9) eine starkere Cytotoxizitat
als der analoge Platin(ll)-Komplex (8). Andererseits war der Chelatkomplex (16)
des sterisch anspruchsvollen Anilin-4Hisochinolin-liganden trotz der Solvolyse

in DMSO am wirkungsvollsten.

Durch den Vergleich der unterschiedlichen Platinkomplexe konnte gezeigt wer-
den, dass eine eingeschrankte Korrelation zwischen Zellaufnahme, der Bindung
an zellulare DNA und der Cytotoxizitat existiert, dass aber beide Prozesse nicht
allein ausschlaggebend fur die groflen Unterschiede in der Wirkung der ver-
schiedenen Komplexe sein konnen. Eigenschaften, die die Zellaufnahme ver-
bessern, wie z.B. die erhdhte Lipophilie mit zunehmender Lange der Alkylkette

in den Alkyl-bis-ethylendiaminplatin(ll)-Verbindungen (11) — (14), kdnnten die
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Cytotoxizitat positiv beeinflussen. Die Vergleiche der Platinkomplexe haben zu-
dem gezeigt, dass sich weder anhand der Platinmenge in den Zellen, noch an-
hand der Adduktmenge an zellularer DNA auf die zu erwartende oder resul-
tierende Cytotoxizitat der jeweiligen Verbindung schlie3en lafdt. So gibt es z.B.
Verbindungen, die zwar vermehrt in die Zellen aufgenommen werden oder
mehr DNA-Addukte bilden und dennoch weniger cytotoxisch sind, als Kom-
plexe, die in geringerem Male in den Zellen bzw. an DNA gebunden sind.
Ebensowenig lal3t sich anhand der Cytotoxizitat auf die Komplexmenge in den
Zellen bzw. an zellularer DNA schlief3en.

Die unterschiedlichen Veranderungen der DNA-Sekundarstruktur und die Kine-
tiken der Interstrangverknipfungen ermdéglichen Rickschlisse auf die Art der
Addukte der jeweiligen Komplexe. So verlangsamt die Solvolyse in DMSO die
Ausbildung bifunktionaler Addukte innerhalb einer Platinsphare. Die Bisplatin-
verbindungen [(8), (9), (11), (12), (13) und (14)] drillen aufgrund von liganden-
vermittelten bifunktionalen Addukten die DNA dennoch teilweise schneller als
Cisplatin (1) auf und bilden mehr Interstrangverknipfungen aus als Cisplatin
(1). Da die meisten dieser Bisplatinverbindungen [(8), (11), (12) und (13)] aber
in L1210 Zellen nur wenig cytotoxisch waren, kann daraus die Schlul3folgerung
gezogen werden, dass weder das Ausbilden von mehr Interstrangverkntpfun-
gen noch starkeres Aufdrillen der DNA fur die Cytotoxizitat der Platinkomplexe
verantwortlich ist. Nachdem auch die Verklirzung durch nicht-periodische Bie-
gungen der DNA sowohl bei inaktiven oder wenig cytotoxischen Verbindungen
[(10), (11) und (15)] als auch bei dem wirkungsvollen Cisplatin (1) beobachtet
wurde, sind DNA-Biegungen an sich auch nicht ausreichend als Erklarung fir
die Cytotoxiziat. Eine Moglichkeit ware, dass lokales Aufschmelzen der DNA-
Striange bzw. eine erhdhte Flexibiltdt der DNA,™® die mit den angewendeten
Methoden nicht detektiert werden kénnen, die Wirkung der Addukte zusatzlich

moduliert.

Eine Sonderstellung nehmen die Platin(lV)-Verbindungen (9) und (10) ein, da
sie DNA-Strangbriche erzeugen. DNA-Strangbruche stellen einen zusatzlichen
Schaden neben dem eigentlichen Platinaddukt dar und kdnnten evtl. Gber einen

anderen Mechanismus zum Zelltod fihren.
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Als weitere Ursache flur die unterschiedlichen cytotoxischen Wirkungen der Pla-
tinkomplexe wurde auch die Reparatur der DNA-Addukte in vitro untersucht.
Dabei waren die Unterschiede in der Reparatur der Platinaddukte an DNA ge-
ringer als das Auflosungsvermogen des DNA-Reparatursynthesetests. Eventu-
elle Unterschiede in der Reparatur der Platinkomplexe sind auf jeden Fall so
gering, dass sie nicht fur die deutlichen Cytotoxizitatsunterschiede verantwort-
lich gemacht werden kénnen. Es mul allerdings eingeschrankt werden, dass
zwar prinzipiell die Reparaturenzyme alle untersuchten Addukte gleich effizient
reparieren konnen, aber die tatsachliche Reparatur in Zellen durch Transkrip-
tions-gekoppelte Reparatur oder induzierte Reparaturaktivitat dominiert werden

konnnte.

Wahrend der Behandlung von platinierter DNA mit Zellextrakten wurden ein Teil
der an die DNA Addukte gebundenen Proteine Uber ein Platinatom koordinativ
mit der DNA verknupft. Dabei wurden die meisten DNA-Proteinquervernetzun-
gen fur inaktive Komplexe gefunden. Dabei handelt es sich um die tetrafunktio-
nalen Bisplatinkomplexe und Platin(ll)-Komplexe nach der Solvolyse in DMSO
mit Ausnahme von Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16). Offenbar fuhrt die grof3ere
Zahl freier Bindungsstellen zu mehr koordinativen Verkntpfungen von Pro-

teinen an DNA.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen wurde zur Erklarung der unterschiedlichen

Cytotoxizitat der verschiedenen Komplexe folgendes Modell vorgeschlagen:

Cisplatinanaloga bilden zuerst monofunktionale Addukte aus. Eine koordinative
Bindung von Proteinen kann die Weiterreaktion zu bifunktionalen DNA-Adduk-
ten verhindern. Die monofunktionalen Addukte werden entweder toleriert oder
repariert und sind dementsprechend nicht cytotoxisch. Wenigstens ein Teil der
bifunktionalen Addukte wirkt dagegen, wahrscheinlich auch uber induzierte
Veranderungen der DNA-Sekundarstruktur, cytotoxisch. Die langsame Ausbil-
dung von bifunktionalen DNA-Addukten bzw. eine groRere Zahl von DNA-
Proteinquervernetzungen vermindert dementsprechend die Cytotoxizitat. Je
schneller sich also bifunktionale DNA-Addukte ausbilden bzw. je hoher der
Anteil an bifunktionalen Addukten ist, umso cytotoxischer ist der entsprechende

Platinkomplex.
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Das in dieser Arbeit beschriebene Anilin-4H-isochinolinplatin(ll) (16) ist ein viel-
versprechender Kandidat fur die Tumortherpie, da es keine DNA-Proteinquer-
vernetzungen ausbildet, deutliche Unterschiede in den induzierten DNA-Sekun-

darstrukturveranderungen zu Cisplatin (1) zeigt und stark cytotoxisch wirkt.
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