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SCHLUSSELWORTER Zusammenfassung  Dieser Artikel gibt einen Uberblick iiber die Platinspeziation im Hin-
blick auf Pt-haltige Medikamente, die zur Krebstherapie eingesetzt werden. Zunachst werden
die verfiigbaren Medikamente auf Platin-Basis vorgestellt und ihr vermuteter Reaktionsme-
chanismus wird beschrieben. Inzwischen ist allgemein akzeptiert, dass diese Pt-Komplexe

Platinspeziation;
Krebsmedikamente;

Cisplatin;
Carboplatin; ihre therapeutische Wirkung durch koordinative Bindung an die DNA entfalten, was zur
Oxaliplatin Biegung der DNA-Struktur und zur Inhibierung der DNA-Polymerasereaktion fiihrt. Dosislimi-

tierende Nebenwirkungen, wie z. B. Nephrotoxizitat und Resistenz gegeniiber einigen dieser
Pt-Verbindungen, stellen jedoch immer immer noch ein erhebliches Problem dar. Die Platin-
speziation riickte immer mehr in das Zentrum des Interesses, als bekannt wurde, dass (1) die
aktiven Wirkstoffen nicht die urspringlich verabreichten Medikamente selbst, sondern deren
Hydrolyseprodukte sind und dass (2) die gleichzeitige Bildung inaktiver Pt-Proteinkomplexe,
die die Wirksamkeit der antitumoralen Pt-Medikamente zusatzlich reduzieren, mit der Bil-
dung der zytotoxischen Pt-DNA-Lasionen konkurrieren. Es wurden auf Chromatographie oder
Kapillarelektrophorese beruhende Methoden der Speziationsanalyse eingesetzt und jeweils in
Kombination mit Massenspektrometrie (MS) mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP) oder mit
Elektrospray-lonisation-(ESI-)Massenspektrometrie angewendet.

Im Artikel werden diese Pt-Speziationsexperimente beschrieben, die mit Untersuchungen
zur Hydrolysekinetik in wassriger Losung ihren Anfang nahmen. Auf diese Experimente folg-
ten Speziationsuntersuchungen in Modelllosungen, die Proteine oder schwefelhaltige Liganden
enthielten, welche ebenfalls fiir die Deaktivierung des Pt-Wirkstoffs in vivo verantwortlich
sein konnten. Die Experimente fiihrten zu einem besseren Verstandnis der metabolischen
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Form, in der der Metallkomplex in die Tumorzellen gelangt. AuBerdem wurde mit ihnen
geklart, ob der metabolisierte Komplex zu diesem Zeitpunkt schon inaktiviert ist und, wenn
ja, auf welche Weise. Beispielsweise wurde die Kinetik der Reaktion von Cisplatin (cis-
[Diammindichloroplatin(ll)]) mit Albumin, Transferrin, Myoglobin, Ubiquitin und Metallothionein
untersucht und die Reaktionsprodukte wurden speziiert.

Daruber hinaus fiihrten verschiedene Forschungsgruppen Pt-Speziationsuntersuchungen im Serum
behandelter Krebspatienten durch, die im Abschnitt ,,Untersuchungen in Serum oder Plasma’’
dargestellt sind.
Der Abschnitt ,,Untersuchungen im Urin behandelter Krebspatienten’’ befasst sich mit Spe-
ziationsexperimenten an denjenigen Metaboliten der Pt-Komplexe, die vom Organismus
ausgeschieden werden. Auf diese Weise konnte sich eine Beurteilung des in-vivo-Metabolismus
Pt-haltiger Medikamente durchfuhren lassen. SchlieBlich werden im letzten Abschnitt des Artikels
analytische Techniken beschrieben, die fiir die Entwicklung neuer metallhaltiger Krebsmedika-
mente erforderlich sind.
© 2014 Published by Elsevier GmbH.
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Einleitung: Pt-haltige Medikamente und
Wirkmechanismus

Forschungsarbeiten liber Platin waren hauptsachlich durch
seine Verwendung in Arzneimitteln und seine Emission in
die Umwelt motiviert. Historisch gesehen wurde die Platin-
speziation anfangs wegen der Akkumulation des Edelmetalls
in der Umwelt durchgefiihrt, insbesondere nach Einfiih-
rung von Katalysatoren auf Pt-Basis fur Kraftfahrzeuge.
Jedoch wurde die Pt-Speziation bald auf biologische und
klinische Fragestellungen ausgedehnt, da Pt Allergien aus-
l6sen kann und weil es - seine interessanteste Eigenschaft -
das Schlusselmetall in vielen Krebsmedikamenten ist. Seine
pharmakologische Anwendung bei der Krebstherapie, seine
Wirkungskinetik in vivo und sein Vorliegen im Abwasser von
Kliniken veranlasste die Speziation von Pt insbesondere im
Hinblick auf den Grad der Aktivierung und Inaktivierung von
Pt-Verbindungen wahrend der Krebstherapie. Hauptsachlich
diese pharmakologischen Aspekte der Pt-Speziation werden
in diesem Artikel besprochen.

Der Antitumor-Mechanismus von Platin: Bei verschie-
denen Tumorarten kann die Mortalitatsrate durch die
Anwendung hochaktiver Medikamente, die haufig Metal-
latome enthalten, dramatisch gesenkt werden. Dies gilt
insbesondere fiir Medikamente auf Platin-Basis, die bei
der Behandlung einer Vielzahl von Malignomen zu den
effektivsten Wirkstoffen gehoren. In den 1960er Jahren
entdeckte Roberts, dass Pt-Komplexe die Zellteilung

inhibieren, ein Befund, der fiir die Krebstherapie von
hochster Bedeutung war und 1965 von Rosenberg et al.
erstmals publiziert wurde [1]. Inzwischen wurde fur eine
Reihe von Pt-haltigen Verbindungen gezeigt, dass sie
antitumorale Aktivitat oder in dieser Hinsicht zumindest
vielversprechende Eigenschaften aufweisen. Einige davon,
z.B. Cisplatin und Carboplatin ({(SP-4-2)-Diammin[1,1-
cyclobutandi(-carboxylato-x0)-(2-)]platin(ll)}), werden zur
Chemotherapie von Hoden-, Ovarial-, Kopf-, Hals-, Blasen-
und Lungenkarzinomen eingesetzt. Cisplatin war das erste
Pt-haltige Medikament, das bei der Krebsbehandlung ange-
wendet wurde, und kann als die Stammverbindung dieser
Klasse von Antitumor-Wirkstoffen gelten [2].

In den letzten drei Jahrzehnten wurden vielerlei Anstren-
gungen im Hinblick auf die Synthese und die Erprobung
der tumorinhibierenden Eigenschaften neuer Metallkom-
plexe unternommen, die u.a. Pt, Ru oder Pd enthalten,
mit dem Hauptziel, neue Krebsmedikamente zu entwickeln.
Von diesen erhofft man sich bessere Wirksamkeit, hohere
Selektivitat fur Tumorgewebe, geringere Toxizitat, ein
breiteres Aktivitatsspektrum, weniger Resistenzentwicklung
durch die Tumorzellen und giinstigere pharmakologische
Eigenschaften (z.B. die Moglichkeit der oralen Einnahme)
im Vergleich zu Cisplatin. Jedoch wurde bisher von Tau-
senden getesteter metallhaltiger Verbindungen nur ein
geringer Teil, etwa 30, in klinischen Studien gepriift,
und nur wenige der Pt-haltigen Wirkstoffe sind weltweit
zugelassen worden [3,4]. Beispielsweise ist fur Cisplatin
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und Carboplatin gleichermaBen bekannt, dass die cis-
Diamminplatin(ll)-Spezies zytotoxische Aktivitat aufweisen,
die trans-Diamminplatin(ll)-Spezies dagegen nicht. Der
Unterschied zwischen den beiden Isomeren hinsichtlich
der Antitumor-Aktivitat wird der Tatsache zugeschrie-
ben, dass das trans-lsomer aufgrund des 180°-Winkels
zwischen seinen semi-labilen Chlorid- bzw. Carboxylat-
Liganden keine 1,2-GpG-Intrastrangvernetzungen ausbilden
kann [5]. Weiterfuhrende Untersuchungen konzentrierten
sich auf Oxaliplatin {(SP-4-2)-[(1R,2R)Cyclohexandiamin-
k2N,N’][(ethandioato(2-)-k20',0?]-platin(ll)}, das in Frank-
reich zur Behandlung von Kolorektalkarzinomen zugelassen
ist. Bei Tests an Cisplatin-resistenten Tumoren wies Oxali-
platin keine Kreuzresistenz mit Cisplatin auf und zeigte auch
nur geringe Nephrotoxizitat.

Derzeit werden drei intravenos zu verabreichende
Pt(ll)-Komplexe, Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin,
weltweit in der klinischen Praxis eingesetzt [6]. Abgesehen
von diesen drei Medikamenten haben Nedaplatin {(SP-4-3)-
diammin[(hydroxyl-kO)acetat(2-)-xO]platin(ll)}, Lobaplatin
{(SP-4-3)-[(1R,2R)-1,2-cyclobutandimethanamin-
kN,kN’][(2S)-2-(hydroxy-kO)propanoato(2-)xO]platin}
und Heptaplatin {(SP-4-2)-[(4R,5R)-2-(1-methylethyl)-1,2-
dioxolan-4,5-dimethanamin-kN*,kN>][propandioato(2-)-
k0',k0*]platin} ausschlieBlich lokal begrenzte Anwendung
als Krebsmedikamente in Japan, China bzw. Sidkorea
gefunden [4,7—9]. Weiterhin werden etwa 10 Platinver-
bindungen in klinischen Studien getestet, darunter der
oral zu verabreichende Pt(IV)-komplex Satraplatin {(OC-
6-43)-bis(acetato-xkO)ammindichloro(cyclohexanamin-
kN)platin(lV),JM216}[7,10]. In Abb. 1 ist die chemische
Struktur von vier wichtigen Pt-haltigen Medikamenten
dargestellt.

CHs

Abb. 1
mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Roberts und Pascoe haben als erste die Interaktion zwi-
schen Pt und DNA nachgewiesen - inzwischen das allgemein
akzeptierte Konzept fiir die therapeutische Wirkung nicht
nur von Cisplatin sondern auch von allen anderen der
oben erwahnten Metallkomplexe. Diese Pt-Spezies gehen
eine koordinative Bindung mit der DNA ein, was zu einer
Biegung der DNA-Struktur um 30° bis 40° fiihrt [11—13].
SchlieBlich wird, als Konsequenz der Inhibierung der DNA-
Polymerasereaktion [14], Apoptose bzw. Nekrose in der
Krebszelle induziert [15]. Die Addukte aus Platin und DNA
oder (Oligo-)Nukleotiden sind ausfiihrlich charakterisiert
worden [4,10,16—18]. Als bevorzugtes Ziel in der DNA wur-
den die Guanin-Reste identifiziert, mit denen die meisten
Intrastrang-Addukte zwischen den Pt-Komplexen und der
DNA ausgebildet werden. Ungliicklicherweise sind alle diese
Pt-haltigen Medikamente jeweils nur gegen eine begrenzte
Anzahl von Tumorarten chemotherapeutisch wirksam und
die Behandlung selbst ist von erheblichen Nebenwirkun-
gen begleitet. Zu diesen dosislimitierenden Nebenwirkungen
gehort auch Nephrotoxizitat, die zwar in Pt-basierten
Medikamenten der zweiten Generation wie Carboplatin
reduziert ist, jedoch immer noch ein groBes Problem bei
der Krebstherapie darstellt. SchlieBlich verhindert auch die
von den Krebszellen entwickelte Resistenz gegen Cispla-
tin und verwandte Verbindungen eine wirksame Behandlung
bestimmter Arten von Neoplasien.

Die Effizienz, mit der Pt-haltige Medikamente eine koor-
dinative Bindung an die DNA eingehen, ist von zweierlei
abhangig: einerseits von der Bildung des tatsachlich aktiven
Hydrolyseprodukts und andererseits davon, ob es durch Bin-
dung an Serumproteine oder schwefelhaltige Aminosauren
oder Peptide inaktiviert wird. Die genaue Rolle, die Pt-
Proteinkomplexe bei der Aktivitat der Medikamente spielen,
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Die chemischen Strukturen von Cisplatin (a), Carboplatin (b), Lobaplatin (c) und Oxaliplatin (d). Aus Timerbaev et al. [25],
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muss jedoch noch geklart werden. In einigen Publikatio-
nen wurde vorgeschlagen, dass Cisplatin-bindende Proteine
die Ursache fiir viele der Nebenwirkungen des Medikaments
sein konnten [19]. Inzwischen ist klar, dass die Bildung
von Pt-Proteinkomplexen, die effektiv mit der Bildung der
zytotxischen Pt-DNA-Lasionen kompetiert, die Wirksamkeit
von Pt-haltigen Krebsmedikamenten reduzieren kann und
dass der Pt-Proteinkomplex keine signifikante Antitumor-
Aktivitat aufweist [5].

Da der Abbau der Pt-haltigen Medikamente zu den akti-
ven Hydrolysaten erster Ordnung zeitabhangig ist, richtet
sich die Reaktivitat der Medikamente nach der Hydroly-
sekinetik. Diese Hydrolysekinetik wiederum wird negativ
beeinflusst durch parallel ablaufende Inaktivierungsreak-
tionen, die durch die Bindung des Pt-Medikaments an
Serumproteine und -peptide, zumeist Uber Schwefelgrup-
pen, ausgelost werden.

Daher muss Interaktionen des metallhaltigen Medika-
ments mit makromolekularen Komponenten des Blutes
besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden. Solche
Makromoletlile konnen anschliefend vom Tumorgewebe auf-
genommen werden und darin akkumulieren. In diesem
Zusammenhang stellt die Bindung an Serumproteine einen
wichtigen Aspekt dar, wenn diese Proteine, also z. B. Albu-
min oder Transferrin, eine Funktion beim Pt-Transport
haben konnten. Solche Interaktionen bestimmen auch die
Gesamtverteilung und Exkretion des Medikaments sowie
Unterschiede bei Wirksamkeit, Aktivitat und Toxizitat [20].

Folglich war es das Ziel der Forscher, den Wirkmecha-
nismus von Pt-haltigen Medikamenten aufzudecken, indem
sie deren Speziation nach Aktivierung durch Hydrolyse oder
nach Inhibierung durch Serumproteine untersuchten. Die
eingesetzten Methoden der Speziationsanalyse basierten
auf Chromatographie oder Kapillarelektrophorese und
wurden jeweils in Kombination mit Massenspektrome-
trie (MS) mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP) oder
mit  Elektrospray-lonisierungs- (ESI-)Massenspektrometrie
angewendet.

Die Arbeiten begannen mit der Untersuchung der
Hydrolysekinetik der Pt-haltigen Medikamente in wassri-
ger Losung (Abschnitt ,,Speziation von Hydrolysaten:
Untersuchungen in wassriger Losung’’), gefolgt von Expe-
rimenten zur Hydrolysekinetik in Modelllosungen, die
Proteine und/oder schwefelhaltige Liganden enthielten
(Abschnitt ,,Untersuchungen in Modelllosungen, die Prote-
ine und/oder andere schwefelhaltige Liganden enthalten’’).
Von den letzteren Experimenten erwartete man sich wei-
tere Informationen zu den komplexen Wechselwirkungen
zwischen der Hydrolyse/Aktivierung und der Inaktivie-
rung/Elimination der Pt-Medikamente aus dem reaktiven
Pool. Unterstiitzende Untersuchungen wurden anschlie-
Bend im Serum (Abschnitt ,,Untersuchungen in Serum
oder Plasma’’) und Urin (Abschnitt ,,Untersuchungen
im Urin behandelter Krebspatienten’’) von Patienten
durchgefiihrt.

In Urinproben kann auch die zeitabhangige Pt-Speziation
nach kompletter Metabolisierung und Exkretion unter-
sucht werden. Dariiber hinaus kann die Pt-Speziation zur
Abschatzung von moglichen Risiken durch Krankenhaus-
abwasser beitragen. SchlieBlich wurde dieselbe Analyse-
strategie auch bei der Entwicklung neuer Pt-Medikamente
angewendet.

Speziationsuntersuchungen

Speziation von Hydrolysaten: Untersuchungen in
wassriger Losung

Hann et al. [21] setzten die HPLC-ICP-MS zur Spezia-
tion von Cisplatin und seinen Abbauprodukten in Wasser
bei verschiedenen Chloridkonzentrationen ein. Diese Studie
basierte auf dem Befund, dass die Kinetik des Cisplatinab-
baus zu hydrolysierten, aktiven Formen langsam erfolgt
und anscheinend von der Cl-Konzentration abhangig ist.
In Anwesenheit von flissigem Medium, das nur geringe
Konzentrationen an Chlorid enthielt, bildeten sich sowohl
der Monohydratkomplex cis-[PtCl(NHs),(H,0)]* als auch der
Dihydratkomplex cis-[Pt(NH3);(H,0),]**. Der Monohydrat-
komplex hat sich als die zytotoxischere Spezies von den
beiden Cisplatin-Hydraten herausgestellt. Beide hydratisier-
ten Spezies binden uUber Intra- und Interstrang-Crosslinks an
den Guanosin-Rest der DNA [22].

Bei ihrer grundlegenden Arbeit wendeten Hann und Mitar-
beiter zur exakten Quantifizierung die spezies-unspezifische
Post-column-Isotopenverdiinnungsanalyse in Verbindung mit
ICP-MS zur Bestimmung der Isotopen '**Pt und "°°Pt an [21].
Zur Beurteilung des kinetischen Profils wurden frisch her-
gestellte Cisplatin-Losungen mit einer Konzentration von
2mg/l (in 0, 50 und 100 mg/l Cl~) sofort sowie anschlieBend
28 Stunden lang in regelmaBigen Abstanden von 1,6 Stun-
den und zuletzt noch einmal nach 48 Stunden analysiert.
Die Kinetik der Hydratation von Cisplatin wurde, unter der
Annahme, dass die Chloridkonzentration in der 50-mg/l- und
der 100-mg/l-Losung konstant blieb, als pseudo-erster Ord-
nung angesehen. Bei diesen hohen Chloridkonzentrationen
war die Bildung neuer, unbekannter Verbindungen ausge-
schlossen, da die Summe der Konzentrationen von Cisplatin,
Monoaqua-Cisplatin und Diaqua-Cisplatin wahrend der Mes-
sungen stets konstant blieb [21].

Dariiber hinaus waren die Autoren in der Lage, milli-
molare Mengen von Cisplatin in ausschlieBlich wassriger
Losung zu inkubieren und Chlorid in ihr kinetisches Modell
zu integrieren. Diese Modellhydrolyse von Cisplatin und
Monoaqua-Cisplatin konnte ebenfalls als Reaktion erster
Ordnung behandelt werden, im Gegensatz zu den frilheren
Modellen mit Cisplatin in Losungen hoher Chloridkonzen-
tration nahm jedoch die Summe der Konzentrationen von
Cisplatin, Monoaqua-Cisplatin und Diaqua-Cisplatin wah-
rend der Reaktion ab, wahrend die Summe unbekannter
Pt-Spezies zunahm. Die errechneten Reaktionsgeschwindig-
keiten betrugen 1,79 x 10°/s, 1,68 x 103/sund 2,06 x 103 /s
bei einer Chloridkonzentration von 0, 50 bzw. 100mg/l,
jeweils fir den ersten Aquationsschritt. Die Geschwindig-
keitskonstanten der Reaktionen wurden in das kinetische
Modell eingefiihrt und am Computer wurden Ausgleichskur-
ven berechnet. Dies ist in Abb. 2 dargestellt.

Es sollte angemerkt werden, dass der Versuchsaufbau
offenbar zuverlassig funktionierte und anderen uberlegen
war, da bei dem System zur Auftrennung der Spezies Pro-
bleme vermieden worden waren, die andere Autoren mit
organischen Elutionsmitteln wie Acetonitril beobachtet hat-
ten (z.B. [23]).

Wenclawiak und Wollmann [24] prasentierten einen
anderen analytischen Ansatz zur Auftrennung verschiedener
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Abb. 2 Abbau von Cisplatin bei einer Chloridkonzentration
von 0mM. Die durchgezogenen Linien geben die Ausgleichskur-
ven der Reaktionsgeschwindigkeiten an. Aus Hann et al. [21],
mit freundlicher Genehmigung der Royal Society of Chemistry.

Platin-Medikamente und ihrer Hydrolyseprodukte. Ihre
Arbeit zielte auf die kinetische Messung der Stabiliat von
Pt-Komplexen in wassriger Losung mithilfe der Kapillar-
elektrophorese. Die SDS-Konzentration und der pH-Wert
des Hintergrundelektrolyten sowie die angelegte Span-
nung und die Probeninjektionsbedingungen wurden so
optimiert, dass die Trennung von Cisplatin, [cis-Diammin-
aquachloroplatin]* und [cis-Diammin-diaquaplatin]>** in
einem Lauf durchgefiihrt werden konnte. Die Methode
erlaubte die Untersuchung der Stabilitat von Cisplatin in
Wasser oder in Natriumchloridlosungen mit Konzentratio-
nen von 100mM oder 4mM (der Konzentration im Blut
bzw. Zytoplasma) durch Verfolgen der relativen Abnahme
der Peak-Flache des Medikaments [25]. AuBerdem war der
Abbau von Cisplatin von der Chloridkonzentration abhangig.
Die kinetischen Kurven waren den von Hann et al. beschrie-
benen ahnlich [21].

Zhang et al., die sich auf die Aquation zweier
zweikerniger  antitumoraler  Pt-Komplexverbindungen
in 15mM Perchlorat-, Acetat- oder Phosphatlosungen
konzentrierten, wandten bei ihrer Studie die NMR-
Spektroskopie an [26]. Die Geschwindigkeitskonstante
des ersten  Aquationsschrittes war  fir  [{cis-
PtCL(NH3)(2)}(2)(mu-NH;(CH;)(6)NH;)](2+) halb so groB
wie fur [{trans-PtCl(NH3)(2)}(2)(mu-NH;(CH;)(6)NH;)](2+),
jedoch waren die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hin-
und die Riickreaktionen mit Acetat und Phosphat bei beiden
Verbindungen recht ahnlich, so dass sich nur langsam, nam-
lich erst nach etwa 80-100h Gleichgewichtsbedingungen
einstellten.

Nygren et al. entwickelten eine neue Methode zur
Pt-Speziation hydrophiler und hydrophober Verbindungen
in einem einzigen Lauf, indem sie hydrophile Interakti-
onschromatographie (HILIC) mit ICP-Massenspektrometrie
kombinierten [23]. Die Methoden erforderten weniger
Losungsmittel bei der ICP-MS, was die Sensitivitat fir
den Analyten und die Robustheit des Verfahrens verbes-
serte. Die Methode bot eine wertvolle Alternative zur
raschen Analyse freier und intakter Krebsmedikamente auf
Platin-Basis. Dieser Erfolg motivierte Falta et al. [27], das
Verfahren zur Quantifizierung von Platin-haltigen Medika-
menten in gespikten Proben von Humanplasma einzusetzen.

Diese Experimente werden im Abschnitt ,,Untersuchungen
in Serum oder Plasma’’ beschrieben.

Untersuchungen in Modelllosungen, die Proteine
und/oder andere schwefelhaltige Liganden
enthalten

Interaktionen mit Proteinen

Einer der kritischsten Engpasse bei der Entwicklung neuer
metallhaltiger Krebsmedikamente besteht in der Notwen-
digkeit genauerer Informationen uber die metabolische
Form, in der der Metallkomplex in die Tumorzellen gelangt
oder daruiber, ob dieser metabolisierte Komplex zu die-
sem Zeitpunkt schon inaktiviert ist und, wenn ja, auf
welche Weise. Publizierten Daten zufolge [15] sind Pt-
haltige Medikamente bereits kurz nach der Verabreichung
zum groBten Teil an extra- und intrazellulare Proteine
gebunden. Ein typischer Ansatz zur Untersuchung von
Protein-Medikamenten-Interaktionen und ihrer jeweiligen
Kinetik besteht in der Speziation ungebundener und gebun-
dener Fraktionen des Pt-haltigen Medikaments mittels SEC
[28—30]. Solche Untersuchungen werden v. a. unter Ver-
wendung von Albumin als Interaktionspartner fiir Cisplatin
durchgefiihrt, es wurden jedoch auch Experimente mit
v-Globulin oder sogar Cytochrom c beschrieben [6]. Ein
gemeinsames Ergebnis verschiedener SEC-Studien ist die
zweistufige Natur des Bindungsprozesses, wobei der erste
Schritt schneller ablauft.

In einer Arbeit von Timerbaev et al. [31] wurde CE ange-
wendet, um die Interaktionen von Cisplatin mit Albumin
aus Humanserum (HSA) zu untersuchen. Sie fanden, dass
die Reaktionsgeschwindigkeit hoher ist, wenn das molare
Verhaltnis Cisplatin/HSA erhoht wird. Die kinetische Kurve
zeigte ein Maximum bei einem 20-fachen Uberschuss von
Cisplatin, wobei 10 Mol Platin pro Mol Protein gebunden
waren. Dies zeigte eine starke Metall-Protein-Koordination
an verschiedenen Bindungsstellen im HSA an und anschei-
nend nicht nur Bindung an einen Cystein-Rest des Proteins
[31]. Auch die Kombination von CE und ICP-MS wurde ver-
wendet, um die Kinetik der Cisplatin-Albumin-Reaktion zu
messen und die Anzahl der an das Protein gebundenen Medi-
kamentenmolekiile zu bestimmen [25]. Wenn das molare
Verhaltnis Medikament/Protein anstieg, stieg auch die Reak-
tionsgeschwindigkeit; das Maximum der kinetischen Kurve
wurde bei einem 20-fachen Uberschuss von Cisplatin bei
etwa 50h erreicht. Die Reaktion wurde als pseudo-erster
Ordnung mit k=5,5 x 10°/s charakterisiert. Dieses kineti-
sche Verhalten wie auch die Beobachtung, dass ein groBerer
Teil des Pt gebunden war, widersprach friiheren Ergebnissen,
die anhand der Trennung der Pt-Spezies durch GroBen-
ausschlusschromatographie erhaltenen worden waren. Eine
mogliche Erklarung konnte ein generelles Problem bei
der Speziationsanalyse sein: die Stabilitat des Komple-
xes (der Spezies) wahrend der Trennung an stationaren
Phasen. Da namlich bei der Kapillarzonenelektrophorese
(CZE) zur Trennung der Pt-Spezies deren unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeiten im elektrischen Feld, ent-
sprechend ihren unterschiedlichen m/z-Werten, genutzt
werden anstatt der Interaktion mit der stationaren Phase,
gilt es als gesichert, dass die Stabilitat der Spezies bei
der CZE besser gewahrt bleibt als bei der Trennung durch
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LC (z.B. SEC) [32]. Die abweichenden Ergebnisse der fri-
heren, SEC-basierten Experimente wurden daher in dieser
Publikation mit einem Verlust der Bindung wahrend des
Gelfiltrationsverfahrens erklart, das zur Abtrennung des
ungebundenen Platins verwendet worden war [30].

Die Gruppe um Sanz-Medel [15] verfolgte einen ,,Bottom-
up’’-Ansatz bei der Untersuchung der Interaktionen zwi-
schen Pt-Medikamenten und Proteinen. HSA, Transferrin
(TF) und Immunglobulin G (IgG) wurden mit Cisplatin in
steigenden Konzentrationen inkubiert und dann mittels
HPLC—ICP-MS analysiert. Die Autoren waren in der Lage,
innerhalb von 40 min nicht gebundenes Cisplatin, Cisplatin-
TF und Cisplatin-HSA nachzuweisen. Im Fall von TF wurden
parallel auch die Schwefel- und Eisen-Peaks untersucht.
HSA zeigte innerhalb von 24h vollige Komplexierung, da
angenommen wurde, dass 80% des Medikaments exkretiert
oder anderswo gespeichert wurden. Die berechnete moleku-
lare Stochiometrie betrug Pt:HSA=4:1. Transferrin bildete
ebenfalls Komplexe mit Pt. Dies war an den parallel eluie-
renden Peaks fiir S (TF-Apoprotein), Fe (eisenbeladenes
TF) und Pt ersichtlich. Das Addukt wies eine Stochiome-
trie von 1:1 auf. Pt ersetzte offenbar nicht das Eisen
an seiner spezifischen Bindungsstelle im Transferrin. In
einem zweiten Schritt ihres Bottom-up-Ansatzes wurden die
Cisplatin-Protein-Interaktionen durch ESI-Q-TOF-MS charak-
terisiert [15]. Durch diese Experimente konnte zum ersten
Mal gezeigt werden, dass Cisplatin zu einer Spaltung von
Disulfidbriicken im HSA mit der Moglichkeit einer intermole-
kularen Quervernetzung des Proteinmolekiils fiihrt.

Xie et al. [5] untersuchten die Reaktionsprodukte nach
Inkubation von Carboplatin mit HSA und +v-Globulin, da
beide Proteine zusammen mehr als 80 % des gesamten Plas-
maproteins ausmachen. Innerhalb einiger Tage nahm der
Carboplatin-Peak signifikant ab und stattdessen nahm ein
neuer Peak zu, der Carboplatin-HSA zugeschrieben wurde.
Nach 21 Tagen waren mehr als 70% des Carboplatin mit HSA
komplexiert, wohingegen vy-Globulin in diesem Zeitraum zu
einem Komplex mit einer 1:1-Stochiometrie reagierte.

Tatsachlich wurde von lvanov et al. [33] mittels NMR
Methionin als das primare Ziel im HSA bestatigt. Sie
identifizierten Methionin (nicht dagegen Cystein) als die
hauptsachliche schwefelhaltige Bindungsstelle bei der Inter-
aktion von Cisplatin mit verschiedenen Arten von Albumin.
In derselben Arbeit wurde ein an der Bildung eines S,N-
Makrochelats beteiligter stickstoffhaltiger Ligand entdeckt.
Andererseits wurde mittels NMR kein Beleg dafiir gefunden,
dass Histidinreste bei der Bindung von Cisplatin an Albumin
als N-Donoren eine Rolle spielen.

Andere Proteine, die im Hinblick auf die Bindungsrate an
Cisplatin untersucht wurden, waren Myoglobin, Ubiquitin,
Metallothionein und noch einmal Transferrin [6]. Die Kine-
tik der Bindung von Cisplatin an zellulares Metallothionein
war pseudo-erster Ordnung und die Geschwindigkeitskon-
stante betrug 6,3 x 10%/s 1 (t12=18min). Cox et al.
[34] dagegen wiesen durch NMR-Messungen einen im
Wesentlichen zweiphasigen kinetischen Prozess fir die
Reaktion zwischen Cisplatin und Apotransferrin nach.
Sie schlugen vor, dass zellulares Metallothionein erheb-
liche Mengen an Cisplatin abfangen kann und deshalb
wesentlich zur Resistenz gegen Cisplatin beitragen kann.
Ahnliche Interaktionen mit Albumin wurden auch fiir Pt-
haltige Medikamente der dritten Generation wie z.B.

Oxaliplatin gezeigt [50]. Dieser Wirkstoff wird zunachst
durch sequenzielle Abspaltung des Oxalat-Liganden in
eine ,,Pt-CHXN’’-Spezies [CHXN = (1R,2R)-Cyclohexan-1,2-
diamin] Uberfuhrt. Der aktive Metabolit ,,Pt-CHXN’’ reagiert
rasch mit Schwefelfunktionen in kleinen Biomolekiilen wie
Glutathion, Cystein und Methionin und daraufhin mit Pro-
teinen, Albumin und vy-Globuline, unter Ausbildung einer
kovalenten Bindung [6].

Interaktionen mit kleinen Liganden

Cisplatin und Carboplatin wurden auch im Hinblick auf
ihre Reaktivitat mit S-haltigen Liganden getestet, ins-
besondere mit L-Methionin (L-Met). Zur Trennung und
Identifizierung der Pt-Spezies wurde LC-MS eingesetzt.
Die endgiiltigen Reaktionsprodukte, [(NH;),(Met)]Pt und
zwei Isomere, [(Met);]Pt, waren in beiden Fallen iden-
tisch (Cisplatin und Carboplatin) [35]. Die Isomere wiesen
unterschiedliche chromatographische Retentionszeiten
auf. In Gegenwart einer Natriumchloridlosung (150 mM)
reagierte sowohl Carboplatin als auch Cisplatin mit L-
Met zu funf Methionin-Platin-Addukten. Dieser Befund
stitzte Ergebnisse von Studien anderer Arbeitsgrup-
pen, denen zufolge Carboplatin in diesem Medium in
Cisplatin umgewandelt wird [22]. Weitere Untersuchun-
gen konzentrierten sich auf Oxaliplatin. Luo et al. [36]
beschrieben eine HPLC-Methode zur Untersuchung der
Biotransformationsprodukte von Oxaliplatin unter Verwen-
dung von 3*H-markiertem Oxaliplatin und 3S-markierten
Nukleophilen (z.B. Glutathion, Cystein, Methionin,
Harnstoff, Aspartat, Creatinin und einige andere) zum
Nachweis von ,,Pt-DACH’’-Biotransformationsprodukten
(Pt-Komplexe, die 1,2-Diaminocyclohexan-Carrierliganden
enthalten, werden als ,,DACH’’-Komplexe bezeichnet)
[22]. Als hauptsachliche Biotransformationsprodukte
wurden ein Pt-DACH-Biscysteinkomplex, ein Pt-DACH-
Monomethioninkomplex und freies DACH identifiziert.
Weniger haufige Produkte waren u.a. ein Pt-DACH-
Dichlorokomplex, ein Pt-DACH-Diglutathionkomplex und ein
Pt-DACH-Monoglutathionkomplex.

Die Interaktionen von Cisplatin, Carboplatin und ihren
Analoga mit Nukleosid-Monophosphaten, Di- und Trinukleo-
tiden wurden von Keppler und Mitarbeitern mittels CE
in Kombination mit einem Diodenarray-Detektor systema-
tisch untersucht [37—40]. Die Adduktbildung fiihrte bei
den modifizierten Nukleotiden im Vergleich zu den freien
Nukleotiden zu einer deutlichen Verschiebung von A in
einen niedrigeren Energiebereich. Daher konnte die Iden-
tifizierung der einzelnen Platin-Nukleotid-Addukte auf der
Grundlage sowohl der charakteristischen UV-Spektren als
auch der Unterschiede im elektrophoretischen Verhalten
erfolgen. Die Kinetik der Bindungseigenschaften von 5’-GMP
an Cisplatin unter simulierten physiologischen Bedingun-
gen wurde von derselben Gruppe untersucht, wobei der
Chloridkonzentration im Inter- und Intrazellularraum beson-
dere Aufmerksamkeit gewidmet wurde [38]. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Bildung von Addukten deut-
lich durch die Anwesenheit von Chloridionen beeinflusst
wird. Dariiber hinaus wurde der Einfluss der schwefelhalti-
gen «-Aminosauren L-Methionin und L-Cystein untersucht,
die eine starke Interaktion mit Pt-haltigen Chemothera-
peutika zeigten. Ungliicklicherweise liefert die Analyse
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mittels UV-spektroskopischer Detektion allein nur begrenzte
Strukturinformationen fir die Platin-DNA-Addukte. Daten
zur Struktur wurden jedoch mittels ESI-MS-Detektion bei
der Charakterisierung platinierter DNA-Nukleotide erhal-
ten [41]. In zwei weiteren Arbeiten schlug Reedijk vor,
dass in Proteine eingebaute Pt-Methionin-Addukte als Platin-
Reservoir fir die spatere DNA-Platinierung dienen konnten
[42].

Interaktionen mit Nukleotiden

Alle oben dargestellten Untersuchungen haben gezeigt,
dass sich bei Patienten, die mit Pt-haltigen Medikamen-
ten behandelt werden, eine groBe Anzahl von Pt-Addukten
bildet, und dass die Bildung von DNA-Addukten mit Cispla-
tin ein entscheidender pharmakokinetischer Parameter ist,
der bei einer Krebstherapie, die sich auf Pt-haltige Medika-
mente stiitzt, in jedem Fall optimiert werden muss. Daher
ist nicht nur die Identifizierung von Pt-DNA-Adduktspezies
sondern auch die Quantifizierung der DNA-Addukte mit Cis-
platin auBerordentlich wichtig. Folglich haben Sar et al.
[43] eine Studie durchgefuhrt, bei der DNA-Nukleotide
nach in-vitro-Inkubation mit Cisplatin mittels ESI-Q-TOF-MS
untersucht wurden. Es gelang die strukturelle Charakterisie-
rung der zwischen reinem Guanosinmonophosphat (dGMP)
und Cisplatin gebildeten Komplexe. AnschlieBend wurden
die DNA-Addukte mittels HPLC—ICP-MS quantifiziert, wobei
das DNA-Riickgrat anhand des 3'P in P-Peptiden detektiert
wurde. Dies war moglich durch den Einsatz einer Kollisions-
zelle oder einer dynamischen Reaktionszelle. Gleichzeitig
wurde das "°Pt-Isotop gemessen, um Cisplatin-DNA-Addukte
nachzuweisen. Mit diesem Ansatz war eine Schatzung der
Konzentration der Cisplatin-DNA-Addukte in in-vivo-DNA-
Proben moglich [43]. Auf das Nukleotid GMP konzentrierten
sich auch Arbeiten von Gammelgaard et al. [44] und Hann
et al. [45]. Ihre Studien waren durch die Tatsache motiviert,
dass die Antitumor-Aktivitat von Pt-haltigen Medikamenten
im Allgemeinen auf ihrer koordinativen Bindung an freie
Elektronenpaare, insbesondere am Guanin, beruht. Daher
untersuchten beide Gruppen die zeitaufgeloste Interaktion
von Cisplatin mit Guanosin-Monophosphat, wobei sie sich
insbesondere auf die Bildung der Mono- und Bis-Addukte zwi-
schen dem Pt-Medikament und GMP konzentrierten. Hann
und Mitarbeiter verfolgten den Ablauf der zeitabhangigen
Reaktion zwischen Cisplatin und 5’-GMP mittels HPLC-
ICP-MS. Aufgrund des zweistufigen Mechanismus wurde
zusammen mit dem Hauptprodukt, dem Bis-Addukt cis-
[Pt(NH3);(GMP);]*~ ein Mono-Addukt als Zwischenprodukt
beobachtet. Dariiber hinaus lieferte die HPLC—ICP-sf-MS
eindeutige stochiometrische Informationen iiber das GMP-
Hauptaddukt. Zu diesem Zweck wurde das Pt/P-Verhaltnis
durch simultane Messung von 3'P und '*>Pt bestimmt. Das
ermittelte Pt/P-Signalverhaltnis von 1/2 stimmt mit dem
molaren Verhaltnis im Bis-Addukt cis-[Pt(NH3);(GMP),]*~
tberein.

Untersuchungen in Serum oder Plasma

Cisplatin ist unter den zur Chemotherapie von Hoden- oder
Eierstockkrebs angewendeten Medikamenten immer noch
die erste Wahl [3,4,46]. Seine Nephrotoxizitat und die
Entwicklung zellularer Resistenz [47,48] konnen jedoch zu
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Abb. 3 Chromatogramme einer Serumprobe nach 5min,

3h und 24h Inkubation mit Cisplatin, analysiert auf einer
GroBenausschluss-Chromatographiesaule Die Signalintensitat
bezieht sich auf '95Pt. Aus Szpunar et al. [51], mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier.

Komplikationen fuihren, und nach sehr hoher Dosierung kann
es zu karzinogenen und genotoxischen Effekten kommen, die
das Risiko fiir sekundare Malignome deutlich erhohen. Diese
Nebenwirkungen von Cisplatin sind die Folge von Reaktio-
nen des Medikaments mit Serumkomponenten, insbesondere
Proteinen und schwefelhaltigen Aminosauren. Daher wurde
die Untersuchung von Biotransformationsprodukten im
Serum als grundlegende Voraussetzung fir eine systemati-
sche Krebstherapie und als der logische nachste Schritt nach
der Untersuchung der Pt-Protein-Interaktionen in Modelllo-
sungen angesehen. Da es sich bei diesen Experimenten um
die Weiterfuhrung der oben beschriebenen Versuchen zu
den aktiven Pt-CHXN-Komplexen mit S-haltigen Proteinen
handelt (siehe Abschnitt ,,Untersuchungen in Modelllosun-
gen, die Proteine und/oder andere schwefelhaltige Liganden
enthalten’’), wurden sie anschlieBend mit Plasma durchge-
fihrt. Dabei wurde festgestellt, dass etwa 85 % des gesamten
Platins z. B. von Oxaliplatin innerhalb von 5 Stunden Inkuba-
tion an Plasmaproteine gebunden waren. Ahnliche Resultate
wurden erhalten, wenn die Interaktion des Medikaments
mit Gesamtplasma oder nur mit Albumin untersucht wurde
d [49,50]. Jedoch lieB sich im Fall von Oxaliplatin keine
Akkumulation von Pt beobachten, was z. T. die fehlende
Nephrotoxizitat sowie die verzogerte und reversible Neuro-
toxizitat erklaren konnte.

Szpunar et al. [15] waren die ersten, die mit SEC—ICP-
MS kombinierte Speziationsverfahren einsetzten, um die
Interaktion von Cisplatin mit Serum zu untersuchen. Abb.
3 zeigt die zeitabhangigen Veranderungen in Chromato-
grammen einer Serumprobe, die mit Cisplatin inkubiert
wurde. Nach 3h Inkubation waren noch etwa 80% des
Medikaments ungebunden; dieser Wert liegt etwas nied-
riger als der, welcher in friheren, mittels Ultrafiltration
durchgefiihrten Studien beobachtet worden war. Auch
belegte dieses mittels SEC erhaltene Ergebnis (60 4+ 10kDa
fur den Hauptbindungspartner von Pt) deutlicher, dass
HSA (66,5 kDa) ein Pt-Bindungsprotein ist, als die mit-
tels Ultrafiltration erhaltenen Resultate. Dariiber hinaus
bot die Kombinationsmethode im Hinblick auf Geschwin-
digkeit, ZweckmaBigkeit, Selektivitat und Genauigkeit bei
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Abb. 4  MECK-Elektropherogramm von mit Cisplatin gespik-
tem Serum (Peak 1). Elektrolyt: 110 mM SDS, 50 mM NaH; POy, pH
7,4. Die MECK-Methode war optimiert worden mit dem Ziel, die
Pt-Spezies von den Serum-Matrixkomponenten zu trennen. Dies
resultierte auch in der gewiinschten Separation von Cisplatin
von seinen Hydrolyseprodukten (Peaks zwischen 9 und 23 min)
in den Serumproben. Aus Huang et al. [52], mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier.

der Unterscheidung zwischen den verschiedenen Protein-
Metallkomplex-Konjugaten erhebliche Vorteile im Vergleich
zu Methoden auf der Grundlage von Ultrafiltration und
anschlieBender off-line durchgefuihrter Metallbestimmung.
Jedoch stellte die irreversible Adsorption von Cisplatin oder
seiner Hydrolyseprodukte an das Saulenmaterial ein Problem
dar [6] (siehe Abschnitt ,,Untersuchungen in Modelllosun-
gen, die Proteine und/oder andere schwefelhaltige Liganden
enthalten’’).

Huang et al. [52] fuhrten, unter Einsatz der mizellaren
elektrokinetischen Kapillarchromatographie (MECK) und der
Isotachophorese (ITP) mit indirekter UV-Detektion, eine wei-
tere Studie zur Interaktion von Cisplatin und Serum sowie zur
Quantifizierung von Hydrolyse- und Biotransformationspro-
dukten von Cisplatin durch. Bei dieser Vorgehensweise lag
die Nachweisgrenze (limit of detection, LoD) flir Pt-Spezies
bei 2-5mMol/l, was fiir die Untersuchung von Pt-Spezies im
Serum nach partieller Biotransformation von intravenos ver-
abreichtem Cisplatin als ausreichend angesehen wurde [52].
Bei dieser Arbeit stellte sich heraus, dass ein zuvor beschrie-
benes CE-Puffersystem mit 50 mM SDS, das zur Trennung von
Hydrolyseprodukten von Cisplatin in Modelllosungen ausrei-
chend gewesen war, eine nur unzureichende Trennung von
Pt-Spezies in Serumproben ergab. Daher wurde die MECK-
Methode im Hinblick auf die Separation der Analytspezies
von den Matrixkomponenten im Serum optimiert. Bei einer
SDS-Konzentration von > 110 mM wurde die Pt-Spezies zufrie-
denstellend von den Serumkompontenten getrennt. Dadurch
verbesserte sich die gewiinschte Auflosung zwischen Cis-
platin und seinen Hydrolyseprodukten in Serumproben.
Weiterhin beeinflusste auch die Phosphatkonzentration die
Trennung von Cisplatin von seinen Hydrolyseprodukten und
musste sorgfaltig optimiert werden. Abb. 4 zeigt die Ana-
lyse von Cisplatin in gespiktem Serum nach Optimierung der
MECK-Methode.

Mit den Bedingungen der transienten ITP, die der
MECK-Trennung vorgeschaltet war, wurde eine vorherige
Aufkonzentrierung der Pt-Spezies ungeachtet der Leitfa-
higkeit der Probe erreicht. Die gleichzeitige Anwendung
dieser Methode entweder auf Cisplatin-Proben in wassri-
ger, chloridhaltiger Losung oder auf Cisplatin-Proben in
Serum ergab vollkommen verschiedene (zeitabhangige)
Cisplatin/Monoaqua-Cisplatin-Quotienten, wobei diese in
Cisplatin-Serum-Proben etwa 200-mal hoher waren (Ver-
haltnis 3,15-4,04). Insgesamt gesehen zeigte die Kinetik in
Serum eine ahnliche Zeitabhangigkeit wie die in chloridhal-
tiger Losung (siehe [21]), jedoch lagen die Reaktionskon-
stanten deutlich niedriger. In einer aktuellen Arbeit unter-
suchten Moller et al. erstmals die Anwendbarkeit zweier
CE—ICP-MS-Zerstauber auf Pt-Speziationsexperimente [53].
Ilhren Ergebnissen zufolge zeigte der CEI-100-Zerstauber
eine fuinffach hohere Sensitivitat und wurde daher fir Expe-
rimente zur Bindung von Carboplatin an Serumproteine, v. a.
HSA, verwendet. Mit steigender Inkubationszeit nahm der
Peak des freien Wirkstoffs ab und es erschien ein Pt-HSA-
Peak. Die Wiederfindung lag nach 5-mindtiger Inkubation
bei nahezu 100% im Vergleich zu einem internen Standard,
wobei aus Griinden der Qualitatskontrolle zwei Pt-Isotope
gemessen wurden. Nach 24 h lag der mittlere Prozentsatz
des freien Carboplatin bei etwa 70% und nach 48 h bei etwa
60%.

Xie et al. [5] verwendeten eine ahnliche SEC—ICP-MS-
Technik wie Szpunar et al. [51] und untersuchten die
zeitabhangige Reaktion von Carboplatin mit Serumprote-
inen. In dieser Arbeit beobachteten sie den Zeitverlauf
der Pt-Speziation in Plasmaproben von Patienten, die
sich einer Chemotherapie unterzogen, und fanden, dass
die Konzentration von Carboplatin abnahm, wahrend
Carboplatin-HSA gebildet wurde. Der Grund dafiir war der
direkte Austausch von Pt-Liganden in Carboplatin durch
freie Sulfhydryl-(Thiol-)Gruppen von Cysteinresten in der
a-Helix des HSA. AuBerdem wurde Carboplatin-y-Globulin
untersucht.

In einer kurzlich publizierten Arbeit setzten Falta et al.
[27] HILIC in Kombination mit ICP-Massenspektrometrie zur
Quantifizierung von Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin
in gespikten humanen Plasmaproben ein. Zunachst unter-
suchten die Autoren die Verteilung dieser Pt-Medikamente
in verschiedenen Blutkompartimenten wie Vollblut, Plasma-
Pelletfraktion, Plasma-Ultrafiltrat und Protein-Restfraktion.
Es stellte sich heraus, dass die Verteilung unabhangig von
der anfanglichen Konzentration, aber abhangig vom verwen-
deten Medikament war. Der im Ultrafiltrat vorgefundene
Pt-Anteil betrug 16,8%, 56,8% und 10,4% im Fall von
Cisplatin, Carboplatin bzw. Oxaliplatin. Mit dem HILIC—ICP-
MS-Ansatz lieB sich schlieBlich zeigen, dass 88 +12% des
Cisplatins und 106 +7% des Carboplatins als Ausgangssub-
stanz vorlagen, Oxaliplatin dagegen blieb nur zu 34+0,4%
unverandert.

Es ist erwahnenswert, dass die Nebenwirkungen von Cis-
platin nicht nur auf Reaktionen mit Proteinen im Serum
beschrankt sind, sondern auch Komponenten im Zielge-
webe betreffen. Daher wird die Charakterisierung von
Biotransformationsprodukten in Gewebe als weiterfiihrende
Untersuchung zum Verstandnis der systematischen Probleme
bei der Krebstherapie angesehen und hier ebenfalls kurz
erwahnt.
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Esteban-Fernandez et al. [54] flihrten In-vivo-
Experimente an Ratten aus, denen Pt-Medikamente
injiziert wurden. Die Autoren untersuchten die Bindung
von Platin an Proteine in der Niere und im Innenohr,
um die nephrotoxischen und ototoxischen Effekte von
Pt-Medikamenten zu charakterisieren. Nach Behandlung
von Ratten mit Cisplatin, Carboplatin und Oxaliplatin wurde
die Pt-Akkumulation in den beiden Organen analysiert. Die
Ergebnisse zeigten deutlich, dass nicht nur der (Gesamt-) Pt-
Gehalt, sondern vielmehr die Struktur des Medikaments (die
tatsdchliche Pt-Spezies) fiir die Anderung der Organfunk-
tion verantwortlich ist. Speziationsstudien an Proben der
Niere und des Innenohrs mittels 2D-Flissigchromatographie
(GroBenausschlusschromatographie + FPLC) in Kombination
mit ICP-MS demonstrierten eine vollstandige Bindung des
Platin an Proteine. Ein Metallothionein-Standard eluierte
bei derselben Retentionszeit wie einige der cytosolischen
Pt-Biomolekiile. Peaks des freien Pt-Medikaments wurden
nicht beobachtet.

Untersuchungen im Urin behandelter
Krebspatienten

Urin wird als Matrix fir das Pt-Biomonitoring verwendet,
um den Zeitverlauf der Pt-Exkretion nach der Verabreichung
zu verfolgen und die biologische Halbwertszeit zu bestim-
men. AuBerdem lassen sich die Pt-Metaboliten (Spezies), die
letztlich vom Organismus ausgeschieden werden, charakte-
risieren. Auf diese Weise konnte sich eine Beurteilung des
in-vivo-Metabolismus Pt-haltiger Medikamente durchfiihren
lassen.

Speziation des Urins von Krebspatienten zeigt, dass etwa
40 % der Ausgangssubstanz (Cisplatin) in hydrolysierter Form
als Monoaqua-Cisplatin exkretiert werden [21]. Der restli-
che Teil wird als (natives) Cisplatin exkretiert, das dann
entsprechend der fur hohe Chloridkonzentrationen ermit-
telten Kinetik hydrolysiert wird. In einer weiteren Arbeit,
durchgefiihrt von Tang et al. [55], wurde die Speziation von
Platinverbindungen in Urin von Patienten, die mit Cisplatin
behandelt worden waren, mittels HPLC— ICP-MS untersucht.
Bei der Analyse trat als Hauptkomponente Cisplatin auf,
jedoch wurden auch ein Monoaqua-Cisplatinkomplex und ein
Pt-Creatininkomplex im Verhaltnis 1:1 identifiziert. Letzte-
rer, so wurde festgestellt, war die zweithaufigste Pt-Spezies
im Urin. Weitere Peaks entsprachen Cisplatin-Harnstoff
und Cisplatin-Harnsaure, die beide durch Vergleich ihrer
Retentionszeiten mit der von Standardsubstanzen identifi-
ziert wurden. Bei einem parallel durchgefiihrten Experiment
wurde Urin von Carboplatin-behandelten Patienten unter-
sucht. In diesem Fall war die hauptsachliche Pt-Spezies
im Urin die Ausgangssubstanz Carboplatin [55]. Keine der
seltener auftretenden Spezies stimmte mit einer derjeni-
gen Uberein, die sich in Proben nachweisen lieBen, welche
nach einer Cisplatin Behandlung genommen worden waren.
Drei Wochen nach der Behandlung war es anscheinend
zur Transformation gekommen, da eine der Proben sowohl
Cisplatin als auch dessen Monoaqua-Komplex enthielt. Koel-
lensperger et al. [56] entwickelten eine spezies-spezifische
IDMS-Methode zur genauen Quantifizierung von Carbopla-
tin in Urin mittels LC—ESI-TOF-MS und LC—ICP-MS. Bei der
IDMS wurde mit '*4Pt angereichertes Carboplatin eingesetzt.

Zur Trennung der Spezies musste ein Kompromiss zwischen
ausreichender Trennung und einer Zusammensetzung des
Elutionsmittels gefunden werden, das sowohl fur die ES-
als auch fur die ICP-lonisierung geeignet ist. Mit dieser
Methode waren die Autoren in der Lage, Carboplatin in Urin
abzutrennen und genau zu quantifizieren. Die kombinierte,
analytische Gesamtunsicherheit betrug 5,7%.

Untersuchungen am Abwasser onkologischer Stationen,
das den Urin der Patienten enthielt, sind in [21] beschrie-
ben. Solche Proben enthalten Metaboliten von Pt-haltigen
Medikamenten sowie die exkretierten restlichen nativen Pt-
Medikamente aus dem Urin der Patienten, daruber hinaus
jedoch wahrscheinlich auch zusatzliche Reaktionsprodukte
des Abwassers mit Pt-Spezies aus dem Urin. Diese Messungen
ergaben, dass der Anteil des exkretierten intakten Cispla-
tins etwa ebenso hoch war wie der von Monoaqua-Cisplatin
(Pt-Gesamtkonzentration: 60 p.g/l). Anders bei Carboplatin:
Aufgrund seiner Stabiliat erreichte Carboplatin die Abwas-
seraufbereitung intakt [57], wohingegen Messungen im Fall
von Oxaliplatin mehr als 15 verschiedene Metaboliten erga-
ben sowie nur einen geringen Anteil der Ausgangssubstanz
[58].

Untersuchungen an neuen Pt-haltigen
Medikamenten

Im Fall neu entwickelter metallhaltiger Krebsmedikamente
sind die dargestellten analytischen Techniken erforder-
lich, um die Interaktion des intakten Wirkstoffs mit
biologisch relevanten Molekiilen sowie seine Umwandlung
unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen. Vac-
china et al. [59] entwickelten daher auf der Basis der
Kationenaustausch-HPLC-ICP-MS eine Methode zum Nach-
weis des neuen Triplatinkomplexes ,,BBT 3464’ (als frei
zirkulierendes Medikament) und seiner Metaboliten im
Serum. Die LoD war sehr niedrig, 0,5 pg/l Pt bzw. 0,15 g/l
Pt nach vorheriger Aufkonzentrierung. Diese Methode wurde
Uberpriift und als geeignet fiir die Bestimmung von unveran-
dertem ,,BBR 3464’’ in humanem Plasma bei einer klinischen
Phase-II-Studie befunden.

Dariiber hinaus ergab eine Auswertung der Literatur zu
neuen metallhaltigen Krebsmedikamenten nur wenige neue
Kandidaten fiir Chemotherapeutika. Diese enthielten jedoch
alle Rutheniumkomplexe, die nicht Thema dieses Uber-
sichtsartikels sind.

Schlussfolgerungen

Krebsmedikamente auf Platin-Basis sind wirksame Chemo-
therapeutika und im Fall der meisten Malignome immer
noch die am haufigsten eingesetzten Wirkstoffe. lhr Wirk-
mechanismus hangt ab von der Interaktion mit DNA und
der Inhibition der DNA-Polymerasereaktion, was letztlich zur
Apoptose der Tumorzelle fiihrt. Beim Transport Pt-haltiger
Medikamente sowie ihrem Wirkmechanismus spielen Serum-
proteine eine wichtige Rolle. Es hat sich herausgestellt, dass
bei der Ausbildung von Bindungen an Bioliganden insbeson-
dere schwefelhaltige Peptide und Proteine von Bedeutung
sind.

In diesen wichtigen Bereich der Forschung zur
Anwendung und zum Wirkmechanismus von Pt-haltigen
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Chemotherapeutika wurden effiziente analytische Spezia-
tionsmethoden eingefiihrt. Die meisten Methoden stiitzen
sich auf verschiedene HPLC-Trenntechniken in direkter
Kombination mit sensitiven und selektiven Detektionsme-
thoden. Die ICP-Massenspektrometrie nimmt inzwischen
eine herausragende Stellung als eine solche Detektions-
methode ein, da sich mit ihr vergleichsweise einfach
Pt-spezifische Signale von Krebsmedikamenten und ihren
Hydrolyseprodukten online messen lassen. Die mittels
HPLC-ICP-MS erhaltenen Ergebnisse wurden durch Struk-
turinformationen, z. B. aus ESI-MS-Experimenten, weiter
gestiitzt. Bei der Aufklarung rascher kinetischer Veran-
derungen wurden zur raschen Trennung von Pt-Spezies
sogar Kapillarelektrophoresetechniken eingesetzt. Auf
diese Weise haben Methoden der Platinspeziation erheblich
zum Verstandnis der Aktivierung der Medikamente durch
Hydrolyse bzw. zu ihrer Inaktivierung durch Bindung an
Proteine beigetragen. Solche Untersuchungen wurden nicht
nur in sorgfaltig kontrollierten Modellen, sondern auch in
Serumproben von Patienten durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der letzteren Experimente bestatigten die anhand von
Modelllosungen gewonnenen Einsichten. Die Speziation
von Urinproben von Patienten erbrachte Informationen
zum Zeitverlauf der Pt-Exkretion und Uber die biologische
Halbwertszeit. Weiterhin ermoglichte die Pt-Speziation in
Urin den Nachweis von Pt-Metaboliten, die letztlich vom
Organismus ausgeschieden wurden, und damit die Beur-
teilung des Metabolismus der Pt-Medikamente in vivo. Die
Ergebnisse der Pt-Speziation wurden auch zur Beurteilung
der Wirksamkeit neuer Chemotherapeutika auf Platin-Basis
angewendet und erbrachten friihzeitige Informationen zu
ihrer moglichen Affinitat, Reaktionen mit deaktivierenden
Liganden einzugehen.

Es besteht kein Zweifel, dass die Platinspeziation von
den interessanten Entwicklungen auf dem Gebiet der
Speziationsmethoden insgesamt profitieren wird. Darauf
aufbauend kann sie dazu beitragen, weitere Probleme
bei der Forschung uber Pt-haltige Medikamente zu losen,
und diesem wichtigen Forschungsfeld einige starke Impulse
geben.
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