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I 

Zusammenfassung 
Platinhaltige Chemotherapeutika werden seit vielen Jahrzehnten erfolgreich in der 

Krebstherapie eingesetzt. Sie können jedoch schwere Nebenwirkungen verursachen, 

die die Lebensqualität der Patienten deutlich einschränken. Eine häufige und oft 

therapielimitierende Nebenwirkung von Cisplatin ist die Chemotherapie-induzierte 

periphere Neuropathie (CIPN), deren Pathomechanismus nicht vollständig aufgeklärt 

ist. Im Gegensatz zu anderen Nebenwirkungen einer Chemotherapie sind für die CIPN 

zurzeit weder eine Prophylaxe noch eine effektive Therapie verfügbar. 

In dieser Arbeit soll zum einen der Mechanismus der Cisplatin-induzierten 

Neurotoxizität untersucht und zum anderen potenziell protektive Substanzen anhand 

des Nematoden Caenorhabditis elegans (C. elegans) identifiziert werden. C. elegans 

ist ein seit Langem etablierter Modellorganismus, der viele Vorteile wie ein vollständig 

beschriebenes Konnektom und viele Homologe zu humanen Genen aufweist. Zudem 

gibt es für C. elegans als 3R-konformer Modellorganismus keine Einschränkungen 

durch ethische Bedenken. 

Die Gabe von Cisplatin verursacht in C. elegans eine deutliche Neurotoxizität, die 

durch die Verringerung der pharyngealen Pumprate als Surrogatmarker messbar ist 

und in den verwendeten Cisplatin-Konzentrationen nicht durch eine Muskeltoxizität 

oder vorzeitige Alterung beeinflusst wird. Durch einen RNA-Interferenz-vermittelten 

Knockdown der Glutamat-Cystein-Ligase-Aktivität konnte gezeigt werden, dass eine 

verminderte Funktion des Glutathion-Systems die Entstehung einer Cisplatin-

induzierten Neurotoxizität begünstigt. Bei der Identifikation potenziell protektiver 

Substanzen zeigte eine Post-Inkubation mit N-Acetylcystein (NAC), Amifostin (aktiver 

Metabolit WR 1065) und Acetylsalicylsäure (ASS) eine Verringerung der 

neurotoxischen Wirkung von Cisplatin. Ein Effekt auf die Elimination von Cisplatin 

durch diese Kandidatensubstanzen konnte nicht festgestellt werden. Auch die 

Apoptoseinduktion durch Cisplatin in den mitotisch aktiven Gonaden von C. elegans 

wird durch eine Post-Inkubation mit den Kandidatensubstanzen nicht beeinflusst. 

Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die Cisplatin-induzierte 

Neurotoxizität in C. elegans mitunter abhängig von der Cisplatin-bedingten GSH-

Depletion ist. Substanzen, die diese Depletion wahrscheinlich verhindern (NAC und 

WR 1065), haben in C. elegans einen neuroprotektiven Effekt. Die anhand dieses 

CIPN-Modells gewonnenen Erkenntnisse könnten hilfreich für die weitere 

Untersuchung des Pathomechanismus und potenzieller Therapiemöglichkeiten sein. 



II 

Summary 
Platinum-based chemotherapeutic agents have been used successfully in anticancer 

therapy for decades. However, they can cause severe side effects that significantly 

reduce the patients' quality of life. A common therapy-limiting side-effect of cisplatin is 

chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN), but its pathomechanism is not 

well understood yet. In contrast to other anticancer drug-induced side effects, neither 

prophylaxis nor effective therapy are currently available for CIPN. 

This project aims to investigate the mechanism of cisplatin-induced neurotoxicity and 

to identify potentially protective substances using the nematode Caenorhabditis 

elegans (C. elegans). C. elegans is a long-established model organism that has many 

advantages such as a fully described connectome and many homologues to human 

genes. Furthermore, as a 3R-compliant model organism, C. elegans is not restricted 

by ethical concerns. 

The administration of cisplatin causes significant neurotoxicity in C. elegans, which is 

measurable by the reduction of the pharyngeal pumping rate as a surrogate marker 

and is not disturbed by muscletoxicity or premature ageing in the cisplatin 

concentrations used. By an RNA interference-mediated knockdown of glutamate 

cysteine ligase activity, it has been shown that reduced glutathione system function 

promotes the development of cisplatin-induced neurotoxicity. In identifying potentially 

protective substances, post-incubation with N-acetylcysteine (NAC), amifostine (active 

metabolite WR 1065) and acetylsalicylic acid (ASA) showed a reduction in the 

neurotoxic effect of cisplatin. No effect on the elimination of cisplatin by these candidate 

substances has been observed. The apoptosis induction by cisplatin in the mitotically 

active gonads of C. elegans is also not affected by post-incubation with the candidate 

substances. The substances NAC, ASA and WR 1065 can therefore attenuate 

cisplatin-induced neurotoxicity without reducing the rate of apoptosis. 

From these results, it can be concluded that cisplatin-induced neurotoxicity in 

C. elegans is, among other things, dependent on cisplatin-induced GSH depletion. 

Substances that probably prevent this depletion (NAC and WR 1065) have a 

neuroprotective effect in C. elegans. These findings gained from this CIPN model could 

be helpful for further investigation of the pathomechanism and potential therapeutic 

options.  
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1 

1 Einleitung 

Krebserkrankungen waren laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Jahr 2011 

mit ungefähr 8 Millionen Todesfällen die häufigste Todesursache weltweit [2]. Nach 

Schätzungen der WHO sind allein im Jahr 2012 ca. 14 Millionen Menschen neu 

erkrankt [2]. Ein weiterer Anstieg, der auf einen demographischen Wandel hin zu einer 

wachsenden und alternden Gesellschaft sowie auf eine erhöhte Prävalenz von 

Adipositas zurückgeführt wird, wird für die kommenden Jahre prognostiziert. Trotz 

verbesserter Diagnostik, besonders in frühen Stadien einer Krebserkrankung, soll sich 

die absolute Zahl der Sterbefälle von ca. 8 Millionen Menschen im Jahr 2011 auf bis 

zu 13 Millionen Menschen im Jahr 2030 erhöhen [2]. 

Neben der frühen Diagnostik spielt vor allem die effektive Therapie der verschiedenen 

Krebsarten eine wichtige Rolle. Neben lokalen Maßnahmen wie einer Operation oder 

einer Bestrahlung ist die systemische Therapie besonders in fortgeschrittenen 

Tumorstadien entscheidend. Zu diesen systemischen Therapien zählt die klassische 

Chemotherapie. Hier werden zytostatische, also das Wachstum oder die Teilung der 

Zelle hemmende, Medikamente eingesetzt. Diese haben das Ziel insbesondere 

schnell proliferierende Zellen abzutöten. Aber auch andere Körperzellen können auf 

diese Weise durch Zytostatika geschädigt und zerstört werden. Bei einer 

Chemotherapie ist daher das richtige Management der oftmals therapielimitierenden 

Nebenwirkungen maßgeblich am Therapieerfolg beteiligt. 

Eine wichtige Gruppe von Chemotherapeutika stellen Platinverbindungen dar. Neben 

der Nephrotoxizität ist vor allem die Neurotoxizität eine häufige Nebenwirkung der 

Platinderivate. Insbesondere die sogenannte Chemotherapie-induzierte periphere 

Neuropathie (CIPN) ist häufig dosis- und damit therapielimitierend und schränkt auch 

langfristig die Lebensqualität betroffener Patienten stark ein [3]. 

Auch wenn verschiedene Hypothesen über die Entstehung der CIPN bestehen, ist der 

Pathomechanismus nicht vollständig verstanden [1]. Für die Entstehung der 

Neurotoxizität durch Platinverbindungen ist beispielsweise der Weg über die 

Schädigung der nukleären DNA aber auch die Schädigung der mitochondrialen DNA 

relevant [3]. Daher soll der Pathomechanismus, hier im Speziellen der Cisplatin-

induzierten Neurotoxizität, anhand des Modellorganismus Caenorhabditis elegans 

(C. elegans) genauer untersucht werden.  
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Die Aktivierung der Platinverbindungen gibt Aufschluss über den Wirkmechanismus. 

Neben passiver Diffusion [13, 14] scheinen unter anderem auch Transporter für die 

Aufnahme von entscheidender Bedeutung zu sein. So werden Platinverbindungen 

zum Beispiel über den Kupfertransporter CTR1 [15] oder den Kationentransporter 

OCT1 oder OCT2 befördert, der auch relevant für die Ausbildung von Resistenzen 

gegenüber Platinverbindungen sein kann [14]. Ebenso können Platinderivate durch 

Endozytose aufgenommen werden [16]. Die Transformation der Platinderivate in die 

reaktive Form findet erst mit Eintritt in die Zelle durch die intrazellulären 

Elektrolytverhältnisse statt. Bei Cisplatin findet auf Grund der intrazellulär niedrigeren 

Chloridkonzentration ein Austausch seiner beiden Chloridionen gegen zwei 

Wasserstoffmoleküle statt, sodass ein positiv geladenes, reaktives Molekül entsteht. 

Carboplatin verhält sich hier insgesamt ähnlich [17]. Oxaliplatin wird hingegen bereits 

im Blutplasma biotransferiert. Zuerst wird das Oxalat abgespalten und es entstehen 

Dichloroplatinkomplexe. Die Abspaltung des Chlorids erfolgt dann ebenso nach Eintritt 

in die Zelle, wodurch die reaktiven Mono- und Diaquakomplexe gebildet werden. Diese 

positiv geladenen Komplexe gehen innerhalb der Zelle bevorzugt Verbindungen mit 

nukleophilen Strukturen wie der DNA und RNA (Ribonukleinsäure) sowie mit Proteinen 

ein. Auf Grund der hohen Nukleophilie des Imidazolrings der Purinbasen erfolgt die 

Bindung insbesondere an dessen N7-Atom, sodass zunächst DNA-Monoaddukte 

entstehen. Fichtinger-Schepman et al. konnten zeigen, dass Guanosin dabei 

gegenüber Adenosin bevorzugt wird [18]. Diese Monoaddukte gehen anschließend 

eine weitere Bindung ein, sodass die typischen DNA-Quervernetzungen entstehen. 

Diese können sich dabei innerhalb eines DNA-Strangs (Intrastrangquervernetzungen), 

zwischen zwei Strängen (Interstrangquervernetzungen) oder zwischen einem DNA-

Strang und einem Protein (DNA-Protein Addukt) bilden (Abbildung 2). Auf Grund 

dieser Präferenz sind die häufigsten Vernetzungen die 1,2-GpG-

Intrastrangquervernetzung mit einem Anteil von bis zu 65 %, gefolgt von bis zu 30 % 

1,2-ApG-Intrastrangquervernetzungen. Weniger oft entstehen 1,3-GpG-

Intrastrangquervernetzungen, 1,2-GpG-Interstrangquervernetzungen oder DNA-

Proteinverbindungen [19]. 
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Auftreten dieser Nebenwirkung variiert zwischen Platinderivaten verschiedener 

Generationen; Oxaliplatin zeigt im Gegensatz zu Cisplatin keine Ototoxizität [22], 

Carboplatin nur sehr selten. Carboplatin hat jedoch eine typische Nebenwirkung, die 

sonst kaum auftritt: insbesondere durch hohe Dosen kann ein myelotoxischer Effekt 

ausgelöst werden. Auswirkungen der Myelosuppression sind ein Mangel an 

verschiedenen Blutzellen, hier vor allem eine schwere Thrombozytopenie und 

teilweise auch eine Leukopenie [35]. 

Die Ausscheidung von Platinanaloga erfolgt hauptsächlich über die Nieren. Cisplatin 

wird glomerulär filtriert und zum Teil auch tubulär sekretiert [36]. Insbesondere bei 

hohen Dosen akkumuliert Cisplatin in den Nierenepithelzellen und wirkt dort toxisch 

[37]. Um dies zu verhindern ist eine adäquate Wässerung, beispielsweise mit 500 ml 

isotoner Kochsalzlösung intravenös [5], vor und nach der Cisplatin-Therapie essentiell 

[38]. Außerdem kann besonders bei hohen Dosen zusätzlich eine osmotische Diurese 

in Betracht gezogen werden, zum Beispiel mit Mannitol [38, 39]. 

 
Tabelle 1: Wichtige Nebenwirkungen verschiedener Platinverbindungen. 

Modifiziert nach Rabik und Dolan [17]. 

Toxizität Cisplatin Carboplatin Oxaliplatin 

Ototoxizität Erwachsene: 
23 – 50 % 
Kinder: > 50 % 

≈ 1 % selten 

Periphere 
Neuropathie 

Erwachsene: 
30 – 86 % 
Kinder: ≈ 10 % 

konventionelle 
Dosis: 6 % 
Hochdosis: 25 % 

akut: 95 % 
kumulativ: 15 % 

Nephrotoxizität ≈ 20 – 41 % Patienten mit 
irregulärer 
Nierenfunktion 

selten 

Myelo- 
suppression 

< 5 % konventionelle 
Dosis: 20 – 40 % 
Hochdosis: > 90 % 

selten 

 

Im Gegensatz zu den vielfältigen Möglichkeiten, um die oben genannten 

Nebenwirkungen zu verringern, gibt es bisher nur wenige wirksame Ansatzpunkte, um 

die durch Platinverbindungen erzeugte Neurotoxizität zu verhindern. Damit ist die 

CIPN ein klinisch relevanter dosislimitierender Faktor [1, 40] und gewinnt an 

Bedeutung, da die Anzahl der Überlebenden nach einer Chemotherapie wächst. 

Dadurch treten insbesondere die Langzeit-Auswirkungen der CIPN in den Vordergrund 

und damit die Problematik, dass viele Patienten über Jahre mit diesen 

Einschränkungen leben müssen [41]. Bei bis zu 50 % der Patienten bleibt die 

Neuropathie auch nach Beendigung der Medikamentengabe weiter bestehen und 
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eine Beeinträchtigung des autonomen Nervensystems nach Cisplatin-Gabe gibt es 

einige Fallberichte, jedoch kann kein regelhaftes Auftreten verzeichnet werden [46-

48]. Die Barrierefunktion der Blut-Hirn Schranke schützt das zentrale Nervensystem 

(ZNS) vor neurotoxischen Effekten der Platinanaloga [49]. Durch sehr hohe 

systemische Dosen oder gar die intrathekale Gabe kann die Blut-Hirn Schranke 

überwunden werden und so eine ZNS-Toxizität auftreten [49]. Der primäre Ort der 

Schädigung durch Cisplatin ist das periphere Nervensystem, insbesondere die 

Spinalganglien des Rückenmarks, auch DRG abgekürzt (engl. dorsal root ganglion) 

[17, 50]. Für Cisplatin wird außerdem angenommen, dass es die Funktion eines 

Calciumkanalblockers haben kann, wodurch sich die intrazelluläre Calcium-

Homöostase ändert und Neurone wie die DRGs die Apoptose einleiten [4]. 

Mehrere Faktoren können das Auftreten und die Intensität der CIPN beeinflussen. Ein 

entscheidender Faktor ist dabei die Höhe der Einzeldosis. Glendenning et al. sahen 

für Cisplatin eine CIPN bereits in Patientengruppen mit einer Cisplatin-Dosis 

> 200 mg/m² [51], die aktuelle S3-Leitlinie definiert den Grenzwert bei >300 mg/m² 

[52]. Außerdem sind neben der Höhe der Einzeldosis auch die kumulative Dosis sowie 

die Dauer der Therapie entscheidend [40]. Auch persönliche Voraussetzungen wie das 

Alter oder vorbestehende Schädigungen, wie beispielsweise durch einen Diabetes 

mellitus oder Alkoholabusus, können die Ausprägung der CIPN beeinflussen [53] und 

in klinischen Studien als Confounder wirken [51]. Je nach kumulativer Dosis kann die 

CIPN nach Absetzen der Zytostatika vollständig reversibel sein [53]. Im Gegensatz 

dazu können die Symptome sich aber auch nach Abschluss der Therapie verstärken. 

Dieser Effekt wird als “Coasting” bezeichnet [54]. 

Die klassische CIPN, wie sie bisher beschrieben wurde, ist hauptsächlich eine Folge 

von Cisplatin. Carboplatin ist hingegen weniger neurotoxisch und zeigt diese 

Nebenwirkung vor allem bei der Gabe hoher Dosen [9]. Oxaliplatin kann im Gegensatz 

zu Cis- und Carboplatin neben einer chronischen auch eine akute sensorische 

periphere Neuropathie auslösen [17, 55]. In einer Studie von Argyriou et al. trat diese 

akute Neuropathie bei ca. 86 % der Patienten auf. [56]. Diese Form ist zumeist 

innerhalb weniger Stunden bis Tage reversibel. Außerdem zeigten sich bei der 

Verwendung von Oxaliplatin auch Kälte-induzierte Dysästhesien, allerdings nicht nur 

an den Händen sondern auch im Gesicht, Mund und Rachen [41]. Bei dieser akuten 

Form der Neuropathie ist der Mechanismus im Gegensatz zur CIPN weitestgehend 

bekannt. Durch die Chelatbildung des Oxalats mit Calcium- und Magnesiumionen wird 
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neuronaler Zellen bindet. Die Quantifizierung der Addukte erfolgte mittels ICP-MS 

(engl. inductively coupled plasma mass spectrometry), einer 

massenspektrometrischen Methode. Die Adduktbildung führt im Wesentlichen zur 

Apoptose der DRGs [65]. Es ist anzunehmen, dass die Anzahl der durch Platin 

verursachten DNA-Addukte für das Ausmaß der Neurotoxizität entscheidend ist. So 

zeigt Oxaliplatin, ein weniger neurotoxisches Platinderivat, im Gegensatz zu Cisplatin 

deutlich weniger DNA-Addukte in den DRGs [66]. 

Ein weiterer Grund für die besondere Sensitivität von Nervenzellen gegenüber 

Platinderivaten könnte die ineffizientere DNA-Reparatur sein. Es konnte gezeigt 

werden, dass durch UV-Bestrahlung ausgelöste DNA-Doppelstrangbrüche in 

differenzierten neuronalen Zellen nur langsam repariert werden können [67]. Zudem 

ist bekannt, dass Platin-induzierte DNA-Schäden und die Kapazität der DNA-

Reparatur (NER) auch das Ausmaß ototoxischer [68] und neurotoxischer Effekte [69] 

von platinierenden Substanzen bestimmen. Des Weiteren konnte bereits in den 1970er 

Jahren gezeigt werden, dass Zellen der Neuroretina während ihrer Differenzierung die 

Fähigkeit zur Nukleotidexzisionsreparatur (NER) verlieren [70]. Die NER, die für die 

Reparatur von Platin-induzierten DNA-Schäden entscheidend ist, gilt in differenzierten 

neuronalen Zellen als abgeschwächt [71]. 

 
Neben der Schädigung der nukleären DNA ist auch der durch Platin verursachte 

mitochondriale Schaden wichtig, um die Entstehung der CIPN vollständig zu 

beleuchten [72]. Eine mitochondriale Dysfunktion und damit ein beeinträchtigter 

Energiestatus der Neurone gilt laut Trecarichi und Flatters inzwischen als ein 

Hauptfaktor für die Entstehung aber vor allem auch Aufrechterhaltung der CIPN [73]. 

Cisplatin schädigt die mitochondriale DNA (mtDNA) direkt, wodurch die Funktion der 

Atmungskette beeinträchtigt wird [74]. Dies führt zu einem chronischen Energiedefizit, 

das mit einer Degeneration in sensorischen, primär afferenten Neuronen einher geht 

und damit schließlich zu einer chronischen peripheren Neuropathie führt [75, 76]. Die 

Schädigung der mtDNA ist außerdem eng mit der Erhöhung der ROS-Level verknüpft 

[1, 72]; erhöhte ROS-Level können wiederrum zu einer neuronalen Schädigung führen 

[77]. Die mitochondriale Schädigung wird insbesondere im Zusammenhang mit dem 

„Coasting“-Phänomen, dem Andauern oder Aggravieren neuropathischer Schmerzen 

nach Therapiebeendigung, diskutiert [78]. 
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Aminosäuren Glutaminsäure, Cystein und Glycin besteht, ist das mengenmäßig am 

meisten vorhandene Antioxidans in menschlichen Zellen und somit maßgeblich an der 

ROS-Homöostase beteiligt. Zu Glutathion gab es bereits Mitte der neunziger Jahre 

einige Studien, die Hinweise auf eine Neuroprotektion nach Gabe von Cisplatin 

lieferten, ohne die Antitumor-Wirkung der Chemotherapie durch die GSH-Gabe 

einzuschränken [79-81]. Es konnte gezeigt werden, dass die Platin-Konzentration in 

den DRGs bei GSH-Gabe geringer ist [82]. Neben Glutathion sind auch 

Metallothioneine über die Thiol-Gruppe ihres Cystein-Anteils in der Lage, 

Schwermetalle zu binden [83]. Auch eine Vorstufe von Glutathion, N-Acetylcystein 

(NAC) wurde hinsichtlich seines neuroprotektiven Potenzials untersucht. Es konnte 

eine Reduktion der durch Oxaliplatin-induzierten Neuropathie bei Patienten mit 

Kolorektalkarzinom gezeigt werden [84]. Neben einer neuroprotektiven Wirkung ist 

auch eine potenzielle Nephroprotektion für NAC beschrieben worden [85]. 

Auch weitere Substanzen mit antioxidativen Eigenschaften wurden bereits untersucht. 

So konnte durch Vitamin E, das zusätzlich zur Therapie mit Cisplatin verabreicht 

wurde, eine geringere Ausprägung der Neuropathie erreicht werden [86]. Für Amifostin 

wurde in vitro gezeigt, dass es einen durch Cisplatin verursachten neuronalen 

Schaden bei einer Post-Inkubation verringern konnte [87]. Der Einsatz von Amifostin 

für die Prophylaxe einer CIPN ist jedoch leitliniengerecht nur eingeschränkt empfohlen 

(Empfehlungsgrad B, „sollte“-Empfehlung) [52]. 

Es gibt Hinweise dafür, dass antioxidative Substanzen neuroprotektiv wirken können 

und so die durch Platinderivate verursachte CIPN abschwächen oder möglicherweise 

sogar verhindern können. Insgesamt ist die Evidenz bisher jedoch gering, da die 

Studien häufig nur kleine Patientengruppen einschließen und die Messung der 

Neuropathie uneinheitlich ist. Eine ausführliche Übersicht der Studien zu diesem 

Thema liefert die Metaanalyse von Albers et al. aus der Cochrane Library sowie die 

deutsche S3-Leitlinie Onkologie „Supportive Therapie bei onkologischen 

PatientInnen“ [52, 88]. Einen Blick auf die chronologische Entwicklung liefert das 

Review von Avan et al. [54]. Auch wenn es sich bei den vorgestellten Daten häufig um 

randomisierte, kontrollierte Studien (engl. randomized controlled trial, RCT) handelt, 

kann bisher auf Grund der oben genannten Limitationen keine Empfehlung für die 

Verwendung der getesteten Substanzen ausgesprochen werden [52]. Für die 

Prophylaxe von radiogenen Schäden hingegen gibt es eine eingeschränkte 

Empfehlung für Amifostin (Empfehlungsgrad 0; Empfehlung offen; „kann“-

Empfehlung), zum Beispiel für die Prophylaxe einer Diarrhö im Rahmen einer 
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radiogenen Enteritis oder für die radiogene Proktitis, nicht jedoch für die radiogene 

Mukositis [52]. Aus diesem Grund gibt es einen Bedarf an weiteren Untersuchungen 

in diesem Bereich, insbesondere im Hinblick auf die Balance zwischen 

Neuroprotektion und Erhaltung der Antitumor-Wirkung [40, 62] 

Durch das „Leitlinienprogramm Onkologie“ der „Arbeitsgemeinschaft der 

Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.“ (AWMF), der „Deutschen 

Krebsgesellschaft e.V.“ (DKG) und der „Deutschen Krebshilfe“ (DKH) gibt es daher 

bisher lediglich Empfehlungen für die mögliche symptomatische Therapie einer bereits 

chronifizierten CIPN [52, 89]. Hierzu werden in der klinischen Praxis häufig 

Medikamente aus den Gruppen der Antidepressiva (zum Beispiel Duloxetin oder 

Venlafaxin) oder Antikonvulsiva (zum Beispiel Gabapentin oder Pregabalin) 

eingesetzt, die zuvor eine Wirkung bei neuropathischen Schmerzen von Patienten mit 

Diabetes mellitus gezeigt haben. Bisher konnte jedoch keine eindeutige Besserung 

der CIPN durch die Therapie mit diesen Medikamenten in Studien gezeigt werden, 

sodass auch dieser Ansatzpunkt diskussionswürdig bleibt und die Leitlinie hier aktuell 

lediglich eine „Erwägung“ empfiehlt [40, 52, 62]. Sogar für eine rein symptomatische 

Therapie vor allem der neuropathischen Schmerzen im Rahmen der CIPN besteht nur 

eine eingeschränkte Empfehlung nach einer gründlichen Nutzen-Risiko Abwägung. Da 

häufig sedierende Effekte durch die zur Verfügung stehenden Medikamente auftreten, 

soll deren Einsatz lediglich erwogen werden [52]. Beispielsweise besteht für 

Antidepressiva wie Duloxetin der Empfehlungsgrad B („sollte“-Empfehlung) [52]. Die 

Anwendung von Duloxetin in der Schmerztherapie der CIPN ist laut der S3-Leitlinie 

„Supportive Therapie bei onkologischen PatientInnen“ als off label Therapie zu 

verstehen, weil Duloxetin nur bei der Schmerztherapie einer diabetischen Neuropathie 

zugelassen ist [52]. Ebenso ist der Empfehlungsgrad eingeschränkt für die 

Antikonvulsiva Gabapentin (Empfehlungsgrad 0, „kann“-Empfehlung) und Pregabalin 

(Expertenkonsens) [52]. Die bisher einzige konsensbasierte Empfehlung der aktuellen 

S3-Leitlinie bei manifester CIPN gilt für die Bewegungstherapie zur Verbesserung der 

Funktionalität. Diese umfasst beispielsweise Balanceübungen, sensomotorisches 

Training und Koordinationstraining [52]. 

Um aussagekräftige präklinische Untersuchungen zu ermöglichen und damit die 

Entwicklung neuer Therapieansätze in diesem Bereich voranzutreiben, bedarf es 

geeigneter experimenteller Analyse-Modelle. Zwar gibt es diverse in vivo 

Säugetiermodelle, die die Modellierung der CIPN ermöglichen [90], jedoch sind diese 

häufig arbeits- und kostenintensiv und werden teilweise durch ethische Bedenken 
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eingeschränkt. In diesen Punkten können alternative Modellsysteme den klassischen 

Säugetiermodellen überlegen sein. Um insbesondere die molekularen Ursachen der 

neurotoxischen Wirkung von Cisplatin genauer untersuchen zu können, würde sich ein 

Modellorganismus anbieten bei welchem das komplette Konnektom bekannt ist. Ein 

Modellorganismus, der diese Vorteile vereint, ist C. elegans. Daher wurde in der 

vorliegenden Arbeit der Modellorganismus C. elegans gewählt, welcher sich auf Grund 

seines vollständig beschriebenen Nervensystems insbesondere für die Analyse 

neurotoxikologischer Fragestellungen eignet [1, 91]. Mit Hilfe des Nematoden soll der 

Pathomechanismus der Cisplatin-induzierten Neurotoxizität genauer beleuchtet, vor 

allem aber eine Neuroprotektion durch ausgewählte Kandidatensubstanzen in 

C. elegans modelliert werden. Auf diese Weise soll untersucht werden, ob sich dieses 

Modell auch für Screenings potenziell protektiver Substanzen eignet und C. elegans 

im Sinne des 3R-Konzepts (engl. reduce, replace, refine, dt. reduzieren, ersetzen, 

weiterentwickeln) ressourcenschonend eingesetzt werden [1]. 

1.2 Etablierung des Nematoden C. elegans als Modell 

für die CIPN 

Bereits vor über fünfzig Jahren erkannte der Molekularbiologe und spätere 

Nobelpreisträger Sydney Brenner den wissenschaftlichen Nutzen des ca. 1 mm 

großen Fadenwurms und etablierte C. elegans als Modellorganismus [92]. Der 

Nematode ist seitdem für die Forschung auf Grund seiner vielen Vorteile höchst 

attraktiv und ein anerkanntes Modellsystem für die Untersuchung verschiedener 

biologischer, chemischer und medizinischer Fragestellungen [1, 93]. Die Besonderheit 

von C. elegans als Modellorganismus macht eine Mischung aus „Einfachheit und 

Komplexität“ aus [94]. 

Natürlicherweise lebt der Nematode C. elegans, ein nicht parasitärer Vertreter seiner 

Art, frei im Erdboden. Dort bildet der Fadenwurm einen wichtigen Bestandteil der 

Nahrungskette [95, 96]. In seiner natürlichen Umgebung ernährt sich C. elegans von 

Bakterien und von kleinen Eukaryoten, die vermutlich essenziell für die Aufnahme von 

Cholesterin sind [97]. Dies ist für den Nematoden lebensnotwendig, da er Cholesterin-

auxotroph ist. Unter experimentellen Bedingungen wird C. elegans auf Agar-Platten 

oder in Flüssigmedium kultiviert und mit einem E. coli-Stamm gefüttert. 
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das Nervensystem aus 302 Neuronen, wovon 282 Neurone zum größeren, 

somatischen Nervensystem gehören. Das autonome, pharyngeale Nervensystem wird 

aus 20 Neuronen gebildet [1, 119]. Hervorzuheben ist dabei die große Diversität der 

verschiedenen Klassen an Nervenzellen, die ganz unterschiedliche Funktionen 

aufweisen [101]. Neben rein sensorischen Neuronen gibt es auch motorische Neurone 

(Motoneurone), sowie viele polymodale Neurone und Interneurone, die mehrere 

Funktionen übernehmen bzw. eine Verbindung schaffen können; unterstützt wird das 

somatische Nervensystem außerdem durch 56 neuronale Helferzellen [119]. Die 

neuronale Kommunikation erfolgt neben 6400 chemischen Synapsen auch über 900 

elektrische Synapsen (engl. gap junctions) und 1500 neuromuskuläre Synapsen [1, 

119]. Ein besonderer Vorteil von C. elegans für die Verwendung zur Modellierung 

neuronaler Prozesse ist die frühe und vollständige Beschreibung des gesamten 

Konnektoms, der Gesamtheit aller Verbindungen im Nervensystem [1, 120, 121]. Eine 

erste detaillierte Beschreibung des vollständigen Nervensystems von C. elegans 

wurde mit „The Mind of a Worm“ bereits im Jahr 1986 von White et al. veröffentlicht 

[91, 101]. Hier wurde unter anderem die genaue Anordnung sowie die verschiedenen 

neuronalen Verbindungen beschrieben. 

Die Nervenzellen, insbesondere ihre Zellkörper sind größtenteils in Ganglien 

angeordnet. Diese liegen bei C. elegans vor allem im anterioren Bereich (Kopf-

Ganglien) oder im posterioren Bereich (Schwanz-Ganglien) [119]. Die Kopfneurone 

werden auch als das „Gehirn“ des Nematoden beschrieben [95]. Außerdem verfügt 

C. elegans über einen ventralen und einen dorsalen Nervenstrang, der jeweils aus 

Axonbündeln der Interneurone, die in den Kopf- oder Schwanzganglien gelegen sind, 

gebildet werden. Im Ventralstrang sind die Motoneurone lokalisiert, die über laterale 

Fortsätze den Dorsalstrang bilden (Abbildung 7). Diese Motoneurone auf der 

Ventralseite innervieren die Körpermuskeln [95]. 
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neurotoxischer Effekte, ausgelöst zum Beispiel durch Quecksilber, etabliert [135, 136]. 

C. elegans kann insbesondere für die Beurteilung der neuronalen Schädigung durch 

Platin-basierte Chemotherapeutika verwendet werden [1]. Dabei ist ein Endpunkt für 

die Beurteilung der Integrität des Nervensystems die Messung der pharyngealen 

Pumprate [1, 135, 137-139]. Da der Pharynx über ein eigenes Nervensystem verfügt, 

welches mit dem somatischen Nervensystem kommunizieren und auch durch 

neurotoxische Substanzen beeinflusst werden kann, eignet sich die Messung der 

pharyngealen Pumprate als funktioneller Endpunkt für die Bestimmung von 

Neurotoxizität [1, 135, 137-139]. Konkret beschreibt diese Methode das Auszählen der 

Pumpvorgänge pro Minute (engl. pumps per minute, ppm). 

Insgesamt ist die Pumpbewegung des neuromuskulären Schlauches ein Zyklus aus 

Kontraktion und Relaxation der Muskeln. Diese Pumpbewegung findet minimal 

zeitversetzt in den beteiligten Regionen, dem Corpus, der vorderen Hälfte des Isthmus 

und dem hinteren Bulbus statt. Das Einsaugen der Bakterien in den Pharynx erfolgt 

durch eine erste Kontraktion von Corpus und vorderem Isthmus bei gleichzeitigem 

Verschluss des hinteren Isthmus, sodass das Lumen geöffnet wird und Bakterien 

eingesaugt werden können. Der im hinteren Bulbus befindliche Zermahler 

(engl. grinder) spaltet die Bakterien bei Kontraktion im Anschluss auf und es erfolgt die 

Weiterleitung in den Darm. Durch die anschließende Relaxation wird der Zermahler 

wieder in seine Ruheposition zurückgeführt und das Lumen geschlossen. Die 

Bewegung des Zermahlers wird beim Messen der Pumprate ausgezählt, da eine 

Auslenkung und Rückführung des Zermahlers eine Pumpbewegung darstellt [129, 

140]. C. elegans und insbesondere die Messung des Pharynxpumpens kann für die 

Untersuchung von Erkrankungen durch Metalle und deren (Neuro-)Toxizität verwendet 

werden. So wurden beispielsweise Aluminium (Al), Arsen (As), Barium (Ba), Cadmium 

(Cd), Kupfer (Cu), Blei (Pb), Quecksilber (Hg), Uran (U), und Zink (Zn) an dem 

Nematoden, häufig mittels Hochdurchsatzscreenings, getestet [105]. Viele dieser 

Metalle führen nachgewiesenermaßen zu einer Neurodegeneration. Da C. elegans 

viele Homologe für die Gene besitzt, die für den Transport und die Homöostase dieser 

Metalle relevant sind, eignet sich der Nematode hier gut als Modellorganismus für 

vergleichbare neurotoxische Wirkungen [136].  
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1.3 Ziele dieser Arbeit 

Auf Grund seiner Eignung zur Untersuchung von neurotoxikologischen 

Fragestellungen sollte in dieser Arbeit der Nematode C. elegans als 3R-konformes 

Modell für die Chemotherapie-induzierte periphere Neuropathie (CIPN) genutzt 

werden [1]. Da diese Nebenwirkung von beispielsweise Cisplatin-basierten 

Chemotherapien weiterhin nicht suffizient behandelt werden kann, bedarf es weiterer 

Untersuchungen hinsichtlich des Pathomechanismus und einem Screening auf 

potenziell protektiven Substanzen. 

Ziel dieser Arbeit war es daher, weitere Details der Entstehung einer CIPN zu 

untersuchen. Dabei sollte insbesondere die Bedeutung des Glutathion-Systems für die 

Entstehung einer Platin-induzierten Neurotoxizität untersucht werden und dazu der 

Knockdown eines für die Synthese von Glutathion relevanten Gens erfolgen. Im Fokus 

der Untersuchung stand Cisplatin und wurde hier für die Induktion einer Neurotoxizität 

verwendet. Als Surrogatmarker für die Cisplatin-induzierte Neurotoxizität diente die 

Verringerung der pharyngealen Pumprate von C. elegans [1, 135, 137-139]. Nach der 

Cisplatin-Behandlung sollte in C. elegans eine Post-Inkubation mit verschiedenen 

Substanzen durchgeführt werden, welche möglicherweise eine neuroprotektive 

Wirkung aufweisen und die Cisplatin-induzierte Schädigung des Nervensystems 

abmildern können. Diese Kandidatensubstanzen wurden unter anderem nach ihrem 

antioxidativen Potential sowie der bisherigen Verwendung in Studien zur Verringerung 

der CIPN ausgewählt. Sofern die Kandidatensubstanzen positive (also 

neuroprotektive) Effekte hatten, sollte auch überprüft werden, ob sie weitere 

Parameter wie den Platin-Gesamtgehalt in C. elegans verändern. Insbesondere stellte 

sich die Frage, ob die Kandidatensubstanzen die Wirksamkeit von Cisplatin als 

Apoptose-Induktor verändern. Außerdem sollte überprüft werden, ob die verwendete 

Cisplatin-Konzentration eine Muskeltoxizität in C. elegans bewirkt und die 

Akkumulation des Alterspigments verändert. 

Übergeordnetes Ziel dieser Arbeit war es, zu überprüfen, ob eine Modulation der 

Cisplatin-induzierten Neurotoxizität in C. elegans durch eine Post-Inkubation mit 

Kandidatensubstanzen möglich ist und dieses CIPN-Modell für Screenings potenziell 

neuroprotektiver Substanzen eingesetzt werden kann.  







28 

Bezeichnung 
Zusammensetzung/ 
Konzentration 

Hersteller 

Levamisol [0,25 M], gelöst in M9 Puffer Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

Lösung mit 
Spurenelementen 

1,86 g Disodium EDTA 
0,69 g FeSo4 x 7 H2O 
0,2 g MnCl2 x 4 H2O 
0,29 g ZnSO4 x 7 H2O 
0,025 g CuSO4 x 5 H2O 
ad 1 l mit dH2O 
-autoklavieren- 

- 

M9-Puffer 3 g KH2PO4 
6 g Na2HPO4 
5 g NaCl 
1 ml MgSO4 [1 M] 
ad 1 l mit dH2O 
-autoklavieren- 

- 

Methylenblau - Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

Methylenblaulösung 4,1015 g NaAc 
0,04 g Methylenblau 
ad 100 ml mit dH2O 

- 

MgSO4 - Merck, Darmstadt 
Milchpulver - Merck, Darmstadt 
Milchpulverlösung 
(5 %) 

2,5 g Milchpulver 
ad 50 ml mit TBST 

- 

Na2HPO4 - Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

NaAc - Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

NAC N-Acetyl-L-Cysteine 
Stocklösung [5 mM], gelöst in 
S-Basal 

ICN Biomedicals inc., 
Costa Mesa (USA) 

NaCl - VWR, Radnor (USA) 
NaOH - Sigma-Aldrich, St. 

Louis (USA) 
Natriumazid Stocklösung [50 mM], gelöst in 

M9-Puffer 
Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 
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Bezeichnung 
Zusammensetzung/ 
Konzentration 

Hersteller 

NGM-Agar 20 g Bacto-Agar 
3 g NaCl 
2,5 g Soja-Peptone 
ad 1 l mit dH2O 
-autoklavieren- 
 
25 ml KPO4 Puffer [1 M], pH6 
500 µl CaCl2 [1 M] 
1 ml MgSO4 [1 M] 
 
1 ml Cholesterol [5 mg/ml] in 
EtOH absolut 
 
Zusätze für RNAi-Platten: 
 
1 ml Ampicillin [100 mg/ml] 
2 ml IPTG [0,5 M] 

- 

Oxaliplatin Stocklösung [12,6 mM], gelöst 
in dH2O 

Accord, München 

S-Basal 5,85 g NaCl 
1 g K2HPO4 
6 g KH2PO4 
1 ml Cholesterol [5 mg/ml] in 
EtOH 
ad 1 l mit dH2O 
-autoklavieren- 

- 

S-Medium 10 ml Kaliumcitrat [1 M], pH 6  
10 ml Lösung mit 
Spurenelementen 
3 ml CaCl2 [1 M] 
3 ml MgSO4 [1 M] 
ad 1 l mit S-Basal 
-autoklavieren- 

- 

Soja-Peptone - Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

SSC (10 x) NaCl [1,5 M] 
Natriumcitrat [150 mM] 
pH 7,0, gelöst in dH2O 

- 

Streptomycin Stocklösung [100 mg/ml], gelöst 
in S-Basal 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

Synchronisationslösung 300 µl 13 % NaOCl 
200 µl NaOH [4 M] 
1000 µl M9-Puffer 

- 

TBS (10 x) Tris [100 mM] 
NaCl [1,5 M] 
gelöst in dH2O 

- 

TBST 1 x TBS  
0,1 % Tween 20 
pH 7,4 
-autoklavieren- 

- 
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Bezeichnung 
Zusammensetzung/ 
Konzentration 

Hersteller 

TE-Puffer 1 % Tris-HCl [1 M] 
0,2 % EDTA [500 M] 

- 

Tetracyclin Stocklösung [12,5 mg/ml], 
gelöst in 70 % EtOH 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

Tris - Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

Trolox Stocklösung [2,5 mM], gelöst in 
80 % EtOH 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

Tween®20 - Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

Vitamin C L-Ascorbic Acid, Stocklösung 
[100 mM], gelöst in S-Basal 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 

WR 1065 Stocklösung [100 mM], gelöst in 
S-Basal 

Sigma-Aldrich, St. 
Louis (USA) 
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3 Ergebnisse 

3.1 Cisplatin-Exposition verringert die pharyngeale 

Pumprate 

Die Ermittlung der pharyngealen Pumprate ist eine in C. elegans etablierte Methode, 

welche als Indikator für Neurotoxizität verwendet wird [1, 135, 137-139]. Das bei der 

Untersuchung der pharyngealen Pumprate gemessene hochfrequente Pumpen ist vor 

allem abhängig von der neuronalen Übertragung [151]; die Pumpfrequenz kann durch 

die pharyngealen Neurone, wie in den folgenden Versuchen beispielsweise auf Grund 

der Gegenwart von Nahrung, stimuliert werden [152]. Bekannt neurotoxische 

Substanzen reduzieren die pharyngeale Pumprate [1, 135, 137-139], weshalb dieser 

Surrogatmarker gewählt wurde, um die neurotoxischen Effekte von Cisplatin zu 

quantifizieren. Von den drei zuvor eingeführten Platinderivaten weist Cisplatin nicht nur 

klinisch die stärkste Neurotoxizität auf [17, 153], sondern zeigte auch in den 

Untersuchungen von Wellenberg et al. die stärkste Reduktion der pharyngealen 

Pumprate [1]. 

Um den neurotoxischen Effekt von Cisplatin in C. elegans darzustellen, wird zu Beginn 

die pharyngeale Pumprate einer Cisplatin-Gruppe mit der Pumprate einer 

unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Die gewünschte neurotoxische Wirkung von 

Cisplatin besteht in C. elegans nur in einem engen Dosisbereich [1]. Hohe 

Konzentrationen können eine rasche Letalität verursachen [154]. Cisplatin zeigte in 

Untersuchungen von Wellenberg et al. eine dosisabhängige Reduktion der Pumprate; 

eine 96-stündige Behandlung mit 100 µM Cisplatin beispielsweise reduzierte die 

Pumprate um ca. 50 % [1]. In dieser Arbeit wurde in Hinblick auf die kürzere, lediglich 

48-stündige Puls-Behandlung in den späteren Post-Inkubations-Versuchen daher eine 

mit 200 µM doppelt so hohe Cisplatin-Konzentration ausgewählt. Für diese erste 

Versuchsreihe wurde die Cisplatin-Gruppe über den gesamten Versuchszeitraum von 

168 h mit 200 µM Cisplatin inkubiert. Die Kontrollgruppe wurde über diese Zeit in dem 

regulären Nährmedium (S-MediumK) inkubiert. Der Medienwechsel und die 

Auswertung erfolgten jeweils nach dem Standardschema (Tabelle 7). 
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Auch in den hier durchgeführten Untersuchungen ist bei der Behandlung mit 200 µM 

Cisplatin zu jedem Messzeitpunkt eine signifikante Verringerung der Pumprate 

gegenüber der unbehandelten Kontrolle feststellbar (Abbildung 9). Nach einer 

48-stündigen Inkubation in Medium, welches Cisplatin enthält, ist die Pumprate mit 

einem Mittelwert von 177 Pumpvorgängen pro Minute (ppm, engl. pumps per minute) 

und einem Standardfehler (SEM, engl. standard error of mean) von 9 um ca. 21 % 

gegenüber der Kontrollgruppe mit 224 ± 3 ppm gesunken. Nach 96 h beträgt die 

Reduktion bereits mehr als 38 % (von 208 ± 1 ppm auf 128 ± 4 ppm). Nach 168 h ist 

der Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (176 ± 7 ppm) und der Cisplatin-Gruppe 

(82 ± 5 ppm) mit einer Reduktion um mehr als 50 % am stärksten ausgeprägt 

(Abbildung 9). Die Verringerung der pharyngealen Pumprate als Surrogatmarker für 

Neurotoxizität spricht somit für eine Cisplatin-induzierte neuronale Schädigung in 

C. elegans. 

 
Es ist bekannt, dass die pharyngeale Pumprate mit dem Alter abnimmt [1, 138]. Ein 

Vergleich der Kontrollgruppen zu den Zeitpunkten 48 h, 96 h und 168 h zeigt auch hier, 

dass die Pumprate der unbehandelten Nematoden mit dem Alter geringer wird. Dabei 

entspricht die Verringerung des Pharynxpumpens der Kontrollgruppe um 21 % (von 

initial 224 ± 3 ppm nach 48 h auf 176 ± 7 ppm nach 168 h) allein durch die Alterung 

ungefähr der Verringerung, die Cisplatin bereits nach 48 h verursacht (um ebenso ca. 

21 % auf 177 ± 9 ppm, Abbildung 9). 
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Um zu untersuchen, welche Bedeutung das Glutathion-System bei der Entstehung 

einer Cisplatin-induzierten Neurotoxizität hat, wurde in der vorliegenden Arbeit die 

mRNA des Gens der Glutamat-Cystein-Ligase (gcs-1 in C. elegans) mittels RNA-

vermittelter Interferenz (RNAi) gestört [1]. Die gcs-1 ist an der Synthese von GSH 

beteiligt, indem sie Glutaminsäure mit Cystein verbindet. Das führt zu der Annahme, 

dass durch den Knockdown von gcs-1 weniger GSH zur Verfügung steht. Erneut 

wurde der Surrogatmarker „pharyngeale Pumprate“ als Endpunkt für die neuronale 

Schädigung gewählt und nach Cisplatin-Behandlung, nach dem Knockdown von gcs-1 

und nach einer Kombination aus beidem gemessen. Verwendet wurde ein transgener 

Stamm, dessen Neurone für die RNA-Interferenz sensitiv sind. Der Medienwechsel 

und die Auswertung erfolgten nach dem Standardschema und wie durch Wellenberg 

et al. beschrieben [1] (Tabelle 7). 

Zu jedem untersuchten Zeitpunkt lässt sich eine Verringerung der pharyngealen 

Pumprate aller drei Versuchsgruppen gegenüber der jeweiligen unbehandelten 

Kontrolle feststellen. Zu den Messzeitpunkten 48 h, 96 h und 168 h ist sowohl die 

Pumprate der Gruppe mit einer reinen Cisplatin-Behandlung als auch die Pumprate 

der Gruppe mit einer gcs-1 (RNAi) sowie die Pumprate der Gruppe, in der diese beiden 

Bedingungen kombiniert wurden, signifikant gegenüber der jeweiligen unbehandelten 

Kontrollgruppe vermindert (* in Abbildung 10). Werden diese Versuchsgruppen 

untereinander verglichen, kann festgestellt werden, dass das Pharynxpumpen zu den 

Messzeitpunkten 48 h und 96 h in der gcs-1 (RNAi)-Gruppe in gleichem Ausmaß 

verringert ist, wie durch eine alleinige Cisplatin-Gabe von 100 µM. Nach 48 h sinkt die 

Pumprate von 234 ± 5 ppm um jeweils ca. 20 % auf 189 ± 1 ppm (100 µM Cisplatin) 

bzw. auf 186 ± 2 ppm (gcs-1 (RNAi)). Nach 96 h sinkt die Pumprate von 193 ± 6 ppm 

sogar um mehr als 20 % auf 147 ± 5 ppm durch eine Behandlung mit Cisplatin bzw. 

auf 152 ± 1 ppm durch die gcs-1 (RNAi) (Mittelwert ± SEM, Abbildung 10). Die RNAi-

Behandlung allein führt somit bereits zu einer signifikanten Verringerung der 

pharyngealen Pumprate. Diese Verringerung ist vergleichbar mit der, die durch die 

Gabe von Cisplatin bewirkt wird [1]. 

Die deutlichste Verringerung der pharyngealen Pumprate zeigt die Kombination aus 

Knockdown von gcs-1 mittels RNAi und Cisplatin-Gabe. Diese ist nicht nur gegenüber 

der unbehandelten Kontrolle signifikant reduziert (um ca. 33 % nach 48 h und um ca. 

40 % nach 96 h und 168 h, * in Abbildung 10), sondern auch gegenüber der 

Monobehandlung mit Cisplatin. Nach 48 h und 96 h ist die Pumprate der 

Kombinationsgruppe um ca. 20 % und nach 168 h um ca. 14 % gegenüber der reinen 
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Schlüsselfaktoren für die Entstehung einer CIPN gilt [77]. Da antioxidativ wirksame 

Substanzen oxidativen Stress reduzieren können, besteht die Hypothese, dass sie 

eine Cisplatin-induzierte Neurotoxizität abmildern könnten. Aus diesem Grund wurden 

mögliche Kandidatensubstanzen auf ihr antioxidatives Potenzial hin untersucht. Um 

die antioxidative Kapazität der Kandidatensubstanzen zu bestimmen, wurde ein Trolox 

Equivalent Antioxidative Capacity-Test, kurz TEAC-Test, durchgeführt. Dabei wurde 

die antioxidative Wirkung mit der von Trolox, einem synthetischen wasserlöslichen 

potent antioxidativ wirksamen Vitamin-E-Derivat, mittels Absorptionsmessung 

verglichen und so der TEAC-Wert bestimmt. Dazu wurden verschiedene 

Konzentrationen der Testsubstanzen gemessen und als Absorptionskurve 

aufgetragen. Über den Quotienten aus der Steigung der Regressionsgeraden der 

Testsubstanz (mTestsubstanz) und der Steigung der Regressionsgeraden von Trolox 

(mTrolox) wurde der TEAC-Wert errechnet (Tabelle 8) [1, 142]. Je höher dieser TEAC-

Wert ist, desto höher ist auch die antioxidative Kapazität der getesteten Substanz. Ein 

TEAC-Wert von 1 entspricht somit der antioxidativen Kapazität von Trolox (Tabelle 8). 

 

Tabelle 8: Antioxidative Kapazität verwendeter Testsubstanzen und platinierender 

Substanzen im Vergleich zu Trolox. 

Ein TEAC-Wert = 1 entspricht der antioxidativen Kapazität von Trolox, ein TEAC-Wert < 1 entspricht 

einer geringeren, ein TEAC-Wert > 1 einer höheren antioxidativen Kapazität als Trolox [1]. 

Substanz Regressionsgerade 
𝒙࢕࢒࢕࢘𝑻࢓𝒛࢔ࢇ࢚࢙࢈࢛࢙࢚࢙𝑻𝒆࢓  TEAC-Wert 

Koffein y = -0,0295x + 0,7515 -0,0295 / -0,0279 1,057 

Vitamin C y = -0,0289x + 0,769 -0,0289 / -0,0279 1,036 

Trolox y = -0,0279x + 0,7612 -0,0279 / -0,0279 1,000 

WR 1065 y = -0,0164x + 0,7285 -0,0164 / -0,0279 0,588 

NAC y = -0,0153x + 0,8076 -0,0153 / -0,0279 0,548 

ASS y = -0,0005x + 0,7793 -0,0005 / -0,0279 0,018 

Glukose y = 0,0004x + 0,7637 0,0004 / -0,0279 -0,014 

Carboplatin y = 0,0005x + 0,8112 0,0005 / -0,0279 -0,018 

Cisplatin y = 0,0009x + 0,81 0,0009 / -0,0279 -0,032 

Oxaliplatin y = 0,0012x + 0,7895 0,0012 / -0,0279 -0,043 

 

Die Regressionsgeraden mit einem größeren Steigungsbetrag entsprechen am 

ehesten dem Verlauf der Trolox-Vergleichsgeraden. Je flacher der Verlauf der Kurve 

ist, desto geringer ist die antioxidative Kapazität der jeweiligen Substanz (Abbildung 
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3.4 Die Reduktion der pharyngealen Pumprate nach 

Cisplatin-Exposition kann durch eine Post-Inkubation 

mit bestimmten Testsubstanzen abgemildert werden 

In dieser Arbeit sollte unter anderem untersucht werden, ob neben der Induktion einer 

Neurotoxizität durch Cisplatin auch eine Modulation bzw. sogar Protektion des 

Nervensystems von C. elegans durch eine Post-Inkubation mit verschiedenen 

Kandidatensubstanzen möglich ist. Eine Post-Inkubation beschreibt dabei die 

Behandlung der Nematoden mit verschiedenen, potenziell neuroprotektiven 

Kandidatensubstanzen nach vorheriger Cisplatin-Exposition. Im Gegensatz bedeutet 

Prä-Inkubation, dass potenzielle Kandidatensubstanzen vor der Gabe von Cisplatin 

appliziert werden. Bisher existieren vor allem Daten aus klinischen Studien für die 

vorherige Behandlung mit den verwendeten Testsubstanzen [88]. Aus diesem Grund 

sollten mit Hilfe des Modellorganismus C. elegans ergänzend Daten für eine 

Nachbehandlung gesammelt werden. 

Die Wahl der potenziell protektiven Substanzen für die Post-Inkubations-Versuche in 

der vorliegenden Arbeit richtete sich zum einen nach deren Verwendung in klinischen 

Studien. Auch wenn es in der Metaanalyse von Albers et al. kein eindeutiges Ergebnis 

oder eine Empfehlung hinsichtlich der Verwendung der Substanzen gibt [88], sind für 

eine Prä-Inkubation mit N-Acetylcystein (NAC) und Amifostin (aktiver Thiol-Metabolit 

WR 1065) in mehreren klinischen Studien neuroprotektive Effekte beschrieben [88]. 

Aufgrund der klinischen Daten wurden NAC und WR 1065 für diesen neuartigen 

Versuchsaufbau verwendet. Auch Studien an Säugetiermodellen, in denen ein 

neuroprotektiver Effekt für ASS beschrieben wird, wurden für die Auswahl der 

Kandidatensubstanzen herangezogen [157, 158]. 

Zum anderen wurde die antioxidative Kapazität der Substanzen als Auswahlkriterium 

herangezogen (siehe 3.3). Auf Grund ihrer hohen antioxidativen Wirkung wurden 

Vitamin C und Koffein als Kandidatensubstanzen für die Post-Inkubation genutzt. Für 

Glukose hingegen wurde keine (protektive) Wirkung erwartet. 
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Für WR 1065 (Abbildung 12 B) und ASS (Abbildung 12 C) ergibt sich nach 96 h eine 

Erhöhung um ca. 25 % (von 145 ± 6 ppm auf 182 ± 2 ppm und von 145 ± 6 ppm auf 

181 ± 6 ppm). Nach 168 h wird für NAC eine Erhöhung um ca. 23 % von 127 ± 7 ppm 

auf 156 ± 5 ppm, für WR 1065 um ca. 24 % von 133 ± 11 ppm auf 165 ± 8 ppm und 

für ASS um ca. 22 % von 133 ± 11 ppm auf 163 ± 7 ppm festgestellt. Damit ergibt sich 

stets eine signifikant höhere Pumprate durch die Post-Inkubation mit den drei 

Testsubstanzen NAC, WR 1065 und ASS zu den Messzeitpunkten 96 h und 168 h im 

Vergleich zu einer Post-Inkubation in Kontrollmedium (# in Abbildung 12 A-C). 

Zu allen Messzeitpunkten unterscheiden sich die Pumpraten der Cisplatin-Gruppen 

mit einer Nachbehandlung nicht signifikant von den Pumpraten der entsprechenden 

gänzlich unbehandelten Kontrollgruppen. Dies wird deutlich, wenn man den weißen 

Balken (Nachbehandlung mit NAC, WR 1065 und ASS) in jeder Abbildung mit dem 

dazugehörigen schwarzen Balken (respektive gänzlich unbehandelte Kontrollgruppe) 

vergleicht (Abbildung 12 A-C, nicht markiert). Damit wird der neurotoxische Effekt von 

Cisplatin im Sinne einer Pumpraten-Reduktion durch die Nachbehandlung mit allen 

drei Testsubstanzen formal revertiert. Nach 168 h steigt der absolute Wert der 

Pumpvorgänge pro Minute der Cisplatin-Gruppen mit einer Post-Inkubation mit 

WR 1065 und mit ASS sogar über den Wert der unbehandelten Kontrollgruppe an. 

Dieser Effekt ist wie zuvor beschrieben jedoch nicht signifikant. 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt einer Pumpratenverbesserung 

durch die drei genannten Testsubstanzen nur nach vorheriger Cisplatin-Inkubation 

besteht. Die alleinige Gabe der drei Testsubstanzen NAC, WR 1065 und ASS zeigt 

keinen Effekt auf die Pumprate von unbehandelten Nematoden (Abbildung 12 D). 

 
Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es durch eine Nachbehandlung mit 

NAC und WR 1065 möglich ist, die nach Cisplatin-Behandlung reduzierte pharyngeale 

Pumprate zu erhöhen und den neurotoxischen Effekt von Cisplatin damit formal zu 

revertieren [1]. Genauso verbessert eine Post-Inkubation mit ASS die Pumprate und 

verringert die Cisplatin-induzierte Neurotoxizität in C. elegans. 
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3.5 Die Post-Inkubation mit NAC, WR 1065 und ASS hat 

keinen Einfluss auf den Cisplatin-Gehalt in den 

behandelten Nematoden 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Post-Inkubation mit den 

Kandidatensubstanzen NAC und WR 1065 in der Lage ist, die Cisplatin-induzierte 

Neurotoxizität abzumildern [1]. Dies konnte ebenso für eine Nachbehandlung mit ASS 

gezeigt werden. Danach sollte außerdem überprüft werden, ob der Platin-

Gesamtgehalt in diesen Gruppen gegenüber der Cisplatin-Gruppe mit einer Kontroll-

Nachbehandlung verändert ist. So sollte untersucht werden, ob die 

Kandidatensubstanzen zu einer Verringerung des Platin-Gesamtgehalts führen und 

möglicherweise über diesen Mechanismus neuroprotektiv wirken. 

Um die Aufnahme von Cisplatin und damit die intrazelluläre Gesamt-Konzentration in 

Nanogramm pro Nematode in den verschiedenen Versuchsgruppen zu quantifizieren, 

wurde die massenspektrometrische Methode ICP-MS (engl. inductively coupled 

plasma mass spectrometry) in Kooperation mit dem Institut für anorganische und 

analytische Chemie in Münster verwendet. Die AG Karst führte die Probenmessung 

durch, da die ICP-MS dort durch Barbara Crone etabliert wurde. Crone et al. konnten 

über diese Methode zeigen, dass Cisplatin durch C. elegans aufgenommen wird und 

neben dem Darm besonders in der Kopfregion akkumuliert [150], in der die höchste 

Anzahl an Neuronen und insbesondere die des pharyngealen Nervensystems liegen. 

Außerdem konnten Wellenberg et al. zeigen, dass Cisplatin in C. elegans 

dosisabhängig aufgenommen wird; je höher die externe Cisplatin-Konzentration ist, 

desto höher ist auch der via ICP-MS nachgewiesene Platin-Gehalt pro Nematode [1]. 

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde für den Versuchsaufbau der ICP-MS das gleiche, 

oben aufgeführte Inkubationsschema wie für die Messung des Pharynxpumpens 

gewählt. Die Dauer des Experiments betrug insgesamt 96 h, die Messungen erfolgten 

nach 48 h und 96 h. Die Versuchsgruppen erhielten erneut eine Puls-Behandlung mit 

Cisplatin (200 µM über 48 h) und im Anschluss für weitere 48 h eine Post-Inkubation 

in dem Kontrollmedium S-MediumK bzw. mit den Testsubstanzen NAC, WR 1065 und 

ASS in den zuvor verwendeten Konzentrationen. Die Kontrollgruppe erhielt über 96 h 

keine Cisplatin-Behandlung, sondern S-MediumK. 

Für beide Messzeitpunkte (48 h und 96 h) zeigt sich nach Inkubation mit 200 µM 

Cisplatin ein erhöhter Cisplatin-Gehalt gegenüber der unbehandelten Kontrolle, 
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3.6 Die Post-Inkubation mit NAC, WR 1065 und ASS hat 

keinen Einfluss auf die Cisplatin-bedingt erhöhte 

Apoptoserate in den mitotisch aktiven Keimzellen 

von C. elegans 

Platinanaloga entfalten ihre Antitumor-Wirkung durch die Induktion der Apoptose. In 

C. elegans kann explizit lediglich die akut apoptotische Wirkung von Cisplatin durch 

die Auszählung der apoptotischen Keimbahnzellen in der Gonade ermittelt werden. 

Hierzu wurde ein transgener Stamm verwendet, in dem die Lokalisation von 

CED1::GFP sichtbar wird. Die Nachbarzellen der apoptotischen Zellen exprimieren 

den phagozytotischen Rezeptor CED-1, sodass das Fusionsprotein CED-1::GFP die 

apoptotischen Zellen durch die Bildung einer Art Lichthof (engl. halo) um diese herum 

hervorhebt [145] (Abbildung 16). 

Für Cisplatin konnte durch Wellenberg et al. gezeigt werden, dass eine 24-stündige 

Inkubation mit 50, 100 und 150 µM Cisplatin eine erhöhte Apoptoserate in den 

Keimbahnzellen von C. elegans bewirkt [1]. Nun sollte untersucht werden, ob die 

identifizierten (neuro-)protektiven Kandidatensubstanzen einen Einfluss auf die 

Apoptoserate nach Cisplatin-Exposition haben. So kann modelliert werden, ob neben 

der neurotoxischen Wirkung auch die apoptotische Wirkung von Cisplatin durch NAC-, 

WR 1065- und ASS-Gabe beeinträchtigt wird. Die Anzahl der apoptotischen Zellen pro 

Gonade wurde nach insgesamt 48 h bestimmt. Auf 24 h Inkubation in Flüssigmedium 

folgte für alle Gruppen eine 24-stündige behandlungsfreie Regenerationszeit auf 

Festmedium. Die Versuchsgruppen wurden für 4 h mit Cisplatin [200 µM] behandelt. 

Anschließend erfolgte eine 20-stündige Post-Inkubation mit den 

Kandidatensubstanzen NAC, WR 1065 und ASS in den zuvor verwendeten 

Konzentrationen. Die Kontrollgruppe erhielt entsprechend über 24 h S-MediumK. 

Alle mit Cisplatin behandelten Versuchsgruppen weisen nach 24 h Inkubation und 24 h 

Regenerationszeit eine gegenüber der unbehandelten Kontrolle ca. 1,5-fach bis 2-fach 

erhöhte Apoptoserate auf (Abbildung 15). Die absoluten Zahlenwerte liegen für die 

unbehandelte Kontrolle zwischen 2,5 und 3 Apoptosen pro Gonade, für die 

Monobehandlung mit Cisplatin zwischen 4,5 und 5,5 und für die Nachbehandlung mit 

den unterschiedlichen Substanzen zwischen 4,3 und 5,3 Apoptosen pro Gonade 

(siehe Abbildung 24). 
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3.7 Die Behandlung mit Cisplatin führt in dem 

verwendeten Dosisbereich zu keiner Verminderung 

der Muskelzellkerne in C. elegans 

Neben den Neuronen sind auch die Muskelzellen an dem pharyngealen Pumpvorgang 

beteiligt, da der Pharynx von C. elegans eine neuromuskuläre Pumpe ist. Das 

hochfrequente Pumpen bei der Nahrungsaufnahme, so wie es in dieser Arbeit bei der 

Messung des Pharynxpumpens untersucht wird, ist vor allem abhängig von der 

neuronalen Übertragung und nicht von der myogenen Grundaktivität [1, 151, 152]. 

Trotzdem sollte der Einfluss von Cisplatin auf die Muskelzellen von C. elegans 

untersucht werden, um eine mögliche Muskeltoxizität von Cisplatin zu erkennen und 

als potenziellen Störfaktor der pharyngealen Pumprate als Surrogatmarker für 

Neurotoxizität auszuschließen. Da bekannt ist, dass die Anzahl der Muskelzellkerne in 

Muskeln mit einer Funktionsstörung reduziert ist [143], wurde dieser Parameter als 

Maß für eine mögliche Muskeltoxizität von Cisplatin verwendet. 

Um die Muskelzellkerne sichtbar zu machen, wurde der Reporterstamm myo-3p::GFP 

verwendet, der GFP sowohl nukleär als auch mitochondrial in den Körperwand- und 

Vulvamuskeln exprimiert [144] (Abbildung 17). Dieser Reporterstamm wird vor allem 

für die Analyse des altersbedingten Muskelzellabbaus in C. elegans verwendet [144]. 

Neben einer Kontrollgruppe, die über 168 h lediglich in S-MediumK inkubiert wurde, 

gab es eine Cisplatin-Gruppe, die über die gesamte Zeit bei 20 °C in Flüssigkultur mit 

100 µM Cisplatin inkubiert wurde. Um die Bedingungen mit denen der 

Pumpratenmessung vergleichbar zu machen, erfolgte ein Medienwechsel nach 48 h 

sowie nach 96 h und die Auswertung ebenso jeweils nach 48 h, 96 h und 168 h. 
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4 Diskussion 

Obwohl verschiedene Erklärungsansätze bestehen, ist der Pathomechanismus der 

CIPN bisher nicht vollständig verstanden. Eine effektive Prävention oder Therapie 

dieser, unter anderem von platinierenden Chemotherapeutika verursachten, 

Nebenwirkung fehlt [1, 33, 40, 159]. Da die Inzidenz von Krebserkrankungen in den 

nächsten Jahren steigen wird [2] und platinhaltige Chemotherapeutika weiterhin einen 

wichtigen Baustein der Antitumor-Therapie darstellen, bedarf es weiterer Forschung 

zur Reduktion der unerwünschten Wirkungen, insbesondere der CIPN [1, 62]. Mit Hilfe 

des alternativen Modellorganismus C. elegans konnten in dieser Arbeit experimentelle 

Untersuchungen durchgeführt und präklinische Daten gesammelt werden. Die 

Ergebnisse sollen insbesondere in Hinblick auf die Einschränkungen dieses CIPN-

Modells im Folgenden diskutiert werden. 

4.1 In den verwendeten Konzentrationen wirkt Cisplatin 

in C. elegans primär neurotoxisch 

In dieser Arbeit konnte erneut gezeigt werden, dass die Behandlung mit Cisplatin die 

pharyngeale Pumprate in C. elegans reduziert. Dass neurotoxische Substanzen, wie 

insbesondere Cisplatin, die pharyngeale Pumprate reduzieren, konnte bereits in 

anderen Arbeiten festgestellt werden [1, 135, 137-139]. In den Untersuchungen von 

Wellenberg et al. zeigte Cisplatin dabei im Vergleich zu Carbo- und Oxaliplatin die 

stärkste Reduktion der pharyngealen Pumprate [1]. Diese Ergebnisse stimmen mit den 

klinischen Daten überein, dass eine Behandlung mit Cisplatin im Vergleich zu den 

anderen Platinderivaten die stärkste Neurotoxizität hervorruft [17, 153]. Die 

pharyngeale Pumprate wurde in dieser Arbeit als Surrogatmarker gewählt, um die 

neurotoxischen Effekte von Cisplatin zu quantifizieren. Da der Pharynx jedoch eine 

neuromuskuläre Pumpe ist, könnte der Pumpraten-reduzierende Effekt 

möglicherweise auch auf einem Einfluss von Cisplatin auf die Muskelzellen beruhen. 

Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob der pharyngeale Pumpvorgang als 

neuromuskuläres System durch eine Cisplatin-induzierte Muskeltoxizität bereits in den 

Dosisbereichen beeinträchtigt ist, in welchen die Neurotoxizität, also die Reduktion der 

Pumpfrequenz, gezeigt werden konnte. Um eine potenziell muskeltoxische Wirkung 
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von Cisplatin auszuschließen, wurde die Anzahl der Muskelzellkerne ausgezählt. 

Diese kann als Surrogatmarker für Muskeltoxizität genutzt werden [144]. Allerdings 

konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Cisplatin keinen Einfluss auf 

die Anzahl der Muskelzellkerne hat [1]. Bestünde eine Funktionseinschränkung der 

Muskeln durch eine Cisplatin-bedingte Toxizität, wäre eine verminderte Anzahl an 

Muskelzellkernen zu erwarten [143]. 

Neben der in dieser Arbeit untersuchten Anzahl der Muskelzellkerne wurde durch 

Wellenberg et al. zuvor auch die Motilität der Nematoden unter Cisplatin-Exposition 

untersucht, um eine mögliche Beeinträchtigung der Integrität der Muskulatur durch 

Cisplatin auszuschließen [1]. Die Körpermuskulatur steht zwar unter der Kontrolle des 

somatischen Nervensystems und nicht unter der des pharyngealen 

Nervensystems[102, 119], trotzdem können so Hinweise auf eine mögliche Cisplatin-

bedingt verminderte Muskelaktivität gesammelt werden. Jedoch zeigte in der 

Untersuchung von Wellenberg et al. selbst eine Cisplatin-Konzentration von bis zu 

300 µM keine Veränderung der Motilität; dies unterstreicht, dass die Reduktion der 

pharyngealen Pumprate durch die eingesetzte Cisplatin-Konzentration primär auf 

einem neurotoxischem Effekt beruht [1]. Zusätzlich ist bekannt, dass die Funktionalität 

der Nervenzellen wichtiger für die hochfrequente Pumprate ist als die der 

Muskelzellen. Eine normale Pumpfunktion erfordert eine Modulation durch das 

Nervensystem, zum Beispiel als Reaktion auf vorhandene Nahrung [152]. Das hier 

untersuchte hochfrequente Pumpen zur Nahrungsaufnahme ist vor allem abhängig 

von der neuronalen Übertragung und nicht von der myogenen Grundaktivität [1, 151, 

152]. Es wird deshalb davon ausgegangen, dass die Reduktion der Pumprate nach 

Behandlung mit neurotoxischen Substanzen vor allem auf eine Schädigung der 

betreffenden Neurone zurückzuführen ist [1, 160, 161] und nicht auf eine Schädigung 

der Muskelzellen. Zudem konnten Crone et al. zeigen, dass Cisplatin in C. elegans 

besonders in der Kopfregion akkumuliert [150]. Dort liegt die höchste Anzahl an 

Neuronen und insbesondere die des pharyngealen Nervensystems. Deshalb ist es 

wahrscheinlich, dass Cisplatin vor allem in diesen Nervenzellen verstärkt akkumuliert 

und dementsprechend auch wirkt. 

Möglicherweise kritisch zu betrachten ist, dass in der Untersuchung der 

Muskelzellkerne eine mit 100 µM geringere Cisplatin-Konzentration als in den anderen 

Versuchen gewählt wurde (zumeist 200 µM Cisplatin). Die Daten sind trotzdem 

vergleichbar, da die Inkubationsdauer mit Cisplatin in diesem Versuchsaufbau mit 

168 h deutlich länger war als die 48-stündige Cisplatin-Puls-Behandlung in den 
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anderen Untersuchungen. Hinsichtlich der Methodik ist anzumerken, dass für die 

automatisierte Auswertung mittels ImageJ-Software die Vergrößerung und Belichtung 

genau so gewählt wurden, dass lediglich die GFP-markierten Muskelzellkerne und 

nicht die sehr kleinen Mitochondrien als solche gezählt wurden. 

 
Neben einer Muskeltoxizität könnte auch eine vorzeitige Alterung von C. elegans durch 

Cisplatin zu der Reduktion der Pumprate beitragen. Da bekannt ist, dass die 

pharyngeale Pumprate mit einem höheren biologischen Alter der Nematoden abnimmt 

[138], sollte eine Cisplatin-bedingte vorzeitige Alterung ausgeschlossen werden. Denn 

sollte Cisplatin zu einer beschleunigten Alterung in C. elegans führen und die 

Pumprate allein dadurch abnehmen, könnte eine durch die Cisplatin-induzierte 

Neurotoxizität bedingte Abnahme der Pumprate imitiert werden. In der vorliegenden 

Arbeit konnte die oben beschriebene Abnahme der pharyngealen Pumprate im 

Rahmen der physiologischen Alterung innerhalb der Kontrollpopulation über die drei 

Messzeitpunkte gezeigt werden. Zusätzlich konnte mit Hilfe des Alterspigments auch 

gezeigt werden, dass der Alterungsprozess durch Cisplatin nicht beschleunigt wird. 

Das biologische Alter des Organismus in seiner Gesamtheit wurde über die Messung 

des autofluoreszenten Alterspigments bestimmt [147]. Die Nematoden wurden 

durchgängig über 12 Tage mit 200 µM Cisplatin behandelt, um den Effekt von Cisplatin 

zu maximieren. Trotzdem war kein Unterschied in der Akkumulation des 

Alterspigments gegenüber der unbehandelten Kontrolle erkennbar. Deshalb kann 

geschlussfolgert werden, dass Cisplatin C. elegans nicht vorzeitig altern lässt und die 

Pumprate nicht über diesen Mechanismus verringert wird. 

Dennoch kann bei den längeren Inkubationszeiten nicht ausgeschlossen werden, dass 

der Cisplatin-Effekt durch die physiologische Alterung begünstigt wird. Da die 

Pumprate durch die Cisplatin Behandlung jedoch bereits nach 48 h stark beeinträchtig 

ist, ist ein solcher Effekt in diesen Untersuchungen vernachlässigbar. Kritisch 

anzumerken ist außerdem, dass lediglich die vorzeitige Alterung des gesamten 

Organismus C. elegans betrachtet wurde. Eine differenzierte Betrachtung der Alterung 

des Nervensystems von C. elegans konnte nicht erfolgen. Diese Unterscheidung ist 

jedoch wichtig, da langfristige Folgen auf das Nervensystem nach einer Cisplatin-

Therapie im Sinne einer kognitiven Beeinträchtigung bekannt sind, insbesondere wenn 

die Therapie im Kindes- oder Jugendalter erfolgt ist [162]. Solche Einschränkungen 

können sich wie eine vorzeitige Alterung des Nervensystems äußern und sich durch 

eine verminderte Merkfähigkeit oder Aufmerksamkeit zeigen [162]. Für die gezielte 
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Untersuchung dieser Einschränkungen wurden bereits Rattenmodelle verwendet 

[162]. Mit deren Hilfe konnte sogar gezeigt werden, dass N-Acetylcystein die Cisplatin-

bedingte kognitive Beeinträchtigung abmildern kann [163]. 

 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die 

Reduktion der pharyngealen Pumprate durch Cisplatin primär auf einer neurotoxischen 

Wirkung beruht und eine mögliche Muskeltoxizität vernachlässigbar ist [1]. Auch eine 

vorzeitige Alterung spielt in dem hier verwendeten Versuchsaufbau keine Rolle. Durch 

Wellenberg et al. konnte zuvor außerdem gezeigt werden, dass Cisplatin nicht als 

Repellent in C. elegans wirkt [1]. Die Anwesenheit eines Repellents würde in 

C. elegans ein Vermeidungsverhalten bewirken, wodurch die Pumprate vermindert 

würde. Insgesamt kann demnach angenommen werden, dass die Reduktion der 

Pumprate in C. elegans durch die Behandlung mit Cisplatin primär auf einer 

neurotoxischen Wirkung beruht. In Zusammenschau dieser Ergebnisse konnte 

bestätigt werden, dass die Messung der pharyngealen Pumprate ein robuster 

Endpunkt für Neurotoxizität ist und sich der Modellorganismus C. elegans damit auch 

für die Testung von neuroprotektiven Kandidatensubstanzen eignen kann [1]. 

4.2 Eine verminderte Funktion des Glutathion-Systems 

kann eine Cisplatin-induzierte Neurotoxizität in 

C. elegans aggravieren 

Für die genauere Untersuchung des Wirkmechanismus der Cisplatin-induzierten 

Neurotoxizität sollte eine Modulation des Glutathion-Systems in C. elegans genutzt 

werden. Für die Manipulation des Glutathion-Systems wurde in der vorliegenden Arbeit 

die Genfunktion der gcs-1, deren humanes Homolog die Glutamat-Cystein-Ligase ist, 

mittels RNA-Interferenz (RNAi) herunterreguliert [1]. Glutathion selbst ist ein Tripeptid, 

zusammengesetzt aus den drei Aminosäuren Glutaminsäure, Cystein und Glycin. Die 

Glutamat-Cystein-Ligase verbindet Glutaminsäure mit Cystein, was für den 

durchgeführten Knockdown relevant ist (Abbildung 21). GSH beschreibt Glutathion in 

seiner reduzierten Form, GSSG hingegen ein Glutathion-Disulfid, das durch die 

Oxidation von GSH über die Glutathion-Peroxidase entsteht. GSH hat die Funktion 

eines Redox-Puffers [164], da es eine freie Thiolgruppe besitzt und so Elektronen auf 

ROS übertragen kann. Das Verhältnis aus GSH/GSSG bestimmt den Redoxstatus 
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Dass eine GSH-Depletion eine mögliche Ursache für die Cisplatin-induzierte Toxizität 

sein könnte, wurde bereits in anderen Arbeiten vermutet und insbesondere im Rahmen 

der Entstehung einer Cisplatin-bedingten Ototoxizität diskutiert [153, 166]. Die 

Depletion von GSH ist explizit nur einer von mehreren potenziellen 

Entstehungsmechanismen der Cisplatin-induzierten Neurotoxizität, der in dieser Arbeit 

jedoch genauer beleuchtet werden sollte. Ebenso wichtig, beispielsweise auch in 

Zusammenhang mit der oben genannten Cisplatin-bedingten Ototoxizität, ist die 

Bildung und Akkumulation von DNA-Addukten [68]. Neben der Schädigung der 

nukleären DNA vor allem durch die Bildung von Intrastrangquervernetzungen wird 

auch die mitochondriale DNA durch Cisplatin geschädigt, was zu einer Erhöhung der 

ROS-Level führen kann [77]. Die Auslösung von oxidativem Stress gilt als einer der 

wichtigsten bekannten Mechanismen für die allgemeine Toxizität von Cisplatin und 

wird darüber hinaus speziell auch für die neuronale Schädigung mitverantwortlich 

gemacht [1, 75, 77]. Die verschiedenen möglichen Pathomechanismen stehen in 

engem Zusammenhang und können sich gegenseitig verstärken, weshalb die 

Pathogenese der CIPN als wahrscheinlich multifaktoriell zu beschreiben ist. So sehen 

Marullo et al. die „mitochondrial-abhängige ROS-Reaktion“ in ihrem Hefe-

Modellsystem als Verstärker des durch nukleäre DNA-Schädigung hervorgerufenen 

zytotoxischen Effektes [74]. Durch die Dysfunktion der Mitochondrien kommt es zu 

einem chronischen Energiedefizit [74], was zu einer Degeneration von primär 

afferenten Neuronen führen kann [75]. Daneben konnten Xiao et al. in einem 

Rattenmodell zeigen, dass eine zusätzliche Schädigung der Mitochondrien auch eine 

Oxaliplatin-induzierte periphere Neuropathie verstärkt [76]. Ebenso konnte bereits in 

C. elegans nachgewiesen werden, dass ein mtDNA-Schaden zu einer Degeneration 

dopaminerger Neurone führt [167]. Die zelluläre Schädigung durch oxidativen Stress 

erfordert einen Ausgleich der reaktiven Sauerstoffspezies und steht damit in direktem 

Zusammenhang mit dem Glutathion-System als ein möglicher Detoxifikations-

Mechanismus [29]. An dieser Stelle ist noch einmal anzumerken, dass die Entstehung 

von oxidativem Stress explizit nur ein möglicher Mechanismus von verschiedenen 

potenziellen Wegen ist, über die Cisplatin zu einer Neurotoxizität beitragen kann. ROS-

unabhängige Effekte wie die DNA-Schädigung durch Bildung von 

Intrastrangquervernetzungen sind mindestens genauso entscheidend [29, 75], sollen 

in diesem Abschnitt jedoch nicht vordringlich Gegenstand der Diskussion sein. 
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Ebenso ist einschränkend hervorzuheben, dass das Glutathion-System nur eines von 

mehreren Detoxifikations-Systemen ist. Neben diesem gibt es unter physiologischen 

Bedingungen auch weitere Mechanismen, die oxidativen Stress reduzieren können. 

Lei et al. teilen diese Abwehrmechanismen in drei verschiedene Schichten ein [168]. 

Dabei bilden Antioxidantien wie Glutathion aber auch Vitamin C oder Vitamin E die 

„erste Verteidigungslinie“ [168]. In der durch Lei et al. beschriebenen mittleren Ebene 

werden reaktive Sauerstoffspezies durch Superoxiddismutasen (SOD) und Katalasen 

(CAT) zu weniger reaktiven Molekülen detoxifiziert [155, 168]. Die „dritte Schicht“ 

stellen verschiedene Reparatur-Enzyme dar [168]. Der Fokus soll in dieser Arbeit 

jedoch auf der oben beschriebenen „ersten Schicht“ [168], also auf verschiedenen 

Antioxidantien und vor allem dem Glutathion-System, liegen. 

Das mitochondriale Glutathion (GSH) ist laut Dasari und Tchounwou essenziell für die 

korrekte Funktion der Mitochondrien [29]. Die beiden Autoren beschreiben, dass die 

Cisplatin-induzierte Toxizität eng mit einer GSH-Depletion verbunden ist, wodurch 

oxidativer Stress gefördert wird [29]. Glutathion (GSH) und dessen Depletion, so wie 

sie in dieser Arbeit modelliert wurde, stehen somit möglicherweise in direktem 

Zusammenhang mit der Wirkung von Cisplatin. So konnten Wellenberg et al. bereits 

zeigen, dass die Gabe von Cisplatin in C. elegans zu einer tendenziellen Reduktion 

der GSH-Konzentration führt: die Reduktion betrug bei Cisplatin-Konzentrationen 

zwischen 50 µM und 150 µM bis zu 30 % im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe [1]. Trotz fehlender Signifikanz der Ergebnisse lässt dies die 

Überlegung zu, dass möglicherweise durch die direkte Detoxifikation von Cisplatin 

durch GSH auch weniger GSH für die ROS-Elimination zur Verfügung steht und auf 

diese Weise zu der Entstehung einer CIPN beitragen könnte [1]. Durch Wellenberg 

et al. konnte außerdem gezeigt werden, dass die Gabe von Cisplatin in C. elegans zu 

einer allgemeinen Sensitivierung gegenüber oxidativem Stress führen kann [1]. Dass 

die Gabe von Cisplatin jedoch zu einer direkten Produktion von ROS führt [72], konnten 

Wellenberg et al. für C. elegans nicht bestätigen: auch höhere Cisplatin-

Konzentrationen von bis zu 500 µM produzierten in C. elegans keine nennenswerten 

Mengen an ROS [1]. Diese Resultate führen zu der Annahme, dass die Neurotoxizität 

durch Cisplatin zumindest in C. elegans nicht primär ROS-vermittelt sein muss. 
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GSH hat nicht nur eine wichtige Funktion bei der Elimination von ROS, sondern auch 

bei der Entgiftung von Schwermetallen [1, 155, 156]. Durch die hohe Affinität der 

Thiolgruppe von GSH zu Schwermetallen [156] könnte Cisplatin wie zuvor beschrieben 

möglicherweise durch die Bindung von GSH inaktiviert werden [1]. Bereits in den 

neunziger Jahren konnte gezeigt werden, dass die Cisplatin-Konzentration in den 

DRGs von Ratten durch GSH-Gabe verringert wird [82]. Umgekehrt könnte die Menge 

an GSH möglicherweise durch die Gabe von Cisplatin auf Grund einer direkten 

Reaktion vermindert werden. Eine solche Verringerung der Menge an Glutathion 

bedeutet möglicherweise auch eine Reduktion der endogenen antioxidativen 

Kapazität [1], da Glutathion ein wichtiger Bestandteil der antioxidativen 

Schutzmechanismen ist [168]. Diese potenzielle Reduktion der endogenen 

antioxidativen Kapazität könnte besonders ungünstig für das periphere Nervensystem 

sein. Denn für humane periphere Nerven ist bekannt, dass sie auf Grund ihrer 

schwachen antioxidativen Abwehrmechanismen [169] sehr anfällig für oxidativen 

Stress sind [77]. Die externe Zufuhr von GSH wird daher als vielversprechender 

Ansatzpunkt bei der Prävention einer CIPN bewertet [62]. Es existieren klinische 

Studien, die Glutathion (GSH) eine neuroprotektive Wirkung zusprechen [79, 80] und 

in denen die Fähigkeit zur Neuroprotektion nach Platin-Gabe bereits gezeigt werden 

konnte [77]. Bei einer Cisplatin-Therapie von Patientinnen mit Ovarialkrebs konnten 

Smyth et al. schon 1997 zeigen, dass bei Glutathion-Behandlung eine tendenziell 

verminderte Neurotoxizität und eine insgesamt verbesserte Lebensqualität bestand 

[80]. Ebenso ergab sich laut Cascinu et al. nach Cisplatin-Therapie eine verbesserte 

Nervenleitgeschwindigkeit bei vorheriger GSH-Infusion [79]. Gleiches gilt für eine 

Chemotherapie mit Oxaliplatin und eine vorherige GSH-Gabe [170]. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit passen zu den Resultaten der oben genannten Studien. 

Wie gezeigt werden konnte, wird die Cisplatin-induzierte Neurotoxizität in C. elegans 

durch eine verminderte Funktion des Glutathion-Systems und die damit 

angenommene Verminderung der endogenen antioxidativen Kapazität verstärkt: 

besonders deutlich ausgeprägt war die Neurotoxizität, wenn der Knockdown von gcs-1 

mit der Gabe von Cisplatin kombiniert wurde [1]. Eine mögliche Erklärung stellt eine 

additive Wirkung zum einen der endogenen Verringerung der antioxidativen Kapazität 

durch den Knockdown von gcs-1 und zum anderen der zusätzlichen GSH-Depletion 

durch die „exogene“ Cisplatin-Gabe dar. 
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Durch die hier vorliegenden Resultate kann zusammenfassend keine abschließende 

Aussage über den Pathomechanismus der Cisplatin-induzierten Neurotoxizität 

getroffen werden. Zwar unterstützen die Resultate die Vermutung, dass die 

Neurotoxizität von Cisplatin mitunter auf der Depletion von Glutathion beruht [1], 

jedoch ist die Entstehung der Cisplatin-induzierten Neurotoxizität wahrscheinlich 

multifaktoriell und kann gleichzeitig auch durch viele andere Mechanismen begünstigt 

werden. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein funktionierendes 

Glutathion-System zumindest in C. elegans eine schützende Funktion auf das 

Nervensystem gegenüber den neurotoxischen Effekten von Cisplatin hat und damit 

möglicherweise ein entscheidender Faktor und erster Ansatzpunkt für weitergehende 

Untersuchungen sein kann [1]. Daher besteht dringend weiterer Forschungsbedarf. 

4.3 Die antioxidative Kapazität der Testsubstanzen ist 

nicht entscheidend für die Abmilderung der Cisplatin-

induzierten Neurotoxizität 

Durch die zuvor beschriebenen Ergebnisse des Knockdowns von gcs-1 kann 

angenommen werden, dass eine Reduktion der endogenen antioxidativen Kapazität 

eine Cisplatin-induzierte Neurotoxizität in C. elegans möglicherweise begünstigen 

kann [1]. Daher kann auch angenommen werden, dass sich eine Erhöhung der 

antioxidativen Kapazität wiederrum positiv bzw. protektiv auf die pharyngeale 

Pumprate nach Cisplatin-Gabe in C. elegans auswirken könnte. Da Antioxidantien eine 

CIPN also möglicherweise abmildern können [77], sollten im Rahmen dieser 

Hypothese verschiedene antioxidativ wirksame Substanzen auf die Fähigkeit der 

Neuroprotektion in C. elegans hin untersucht werden. Die Auswahl der 

Testsubstanzen richtete sich vor allem nach der Verwendung in klinischen Studien 

(N-Acetylcystein und Amifostin [88]) oder Studien an Säugetiermodellen 

(Acetylsalicylsäure [157, 158]). Um ihr antioxidatives Potenzial zu bestimmen, wurden 

die verschiedenen Substanzen in der vorliegenden Arbeit auf ihre antioxidative 

Kapazität getestet. Eine Orientierung über die Höhe der antioxidativen Kapazität in 

vitro bietet dabei der TEAC-Test. In der vorliegenden Arbeit konnte die höchste 

antioxidative Kapazität für die Substanzen Vitamin C und Koffein gemessen werden. 

Außerdem verfügen N-Acetylcystein (NAC) und der aktive Metabolit von Amifostin, 
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WR 1065 über ein antioxidatives Potenzial [1]. Acetylsalicylsäure (ASS) und Glukose 

sind nicht antioxidativ wirksam. Da die Entstehung von oxidativem Stress jedoch nur 

ein möglicher Mechanismus ist, der zu einer Cisplatin-induzierten Neurotoxizität 

beitragen kann, sollten neben den oben genannten antioxidativ wirksamen 

Substanzen explizit auch Substanzen auf eine mögliche neuroprotektive Wirkung hin 

getestet werden, die im TEAC-Test nicht antioxidativ wirksam waren. 

Nach der Bestimmung der antioxidativen Kapazität der einzelnen Substanzen erfolgte 

die Testung hinsichtlich einer neuroprotektiven Wirksamkeit nach Cisplatin-Exposition. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Neuroprotektion im Sinne 

einer Verbesserung der Pumprate nach Cisplatin-Gabe durch die Nachbehandlung mit 

NAC und WR 1065 möglich ist [1]. Ebenso zeigte eine Post-Inkubation mit ASS eine 

Verbesserung der Pumprate nach Cisplatin-Behandlung gegenüber der Post-

Inkubation in Kontrollmedium. Die Pumpraten aller Gruppen, die einer 

Nachbehandlung mit diesen drei Testsubstanzen unterzogen wurden, unterscheiden 

sich zu beiden Messzeitpunkten nicht signifikant von der Pumprate der gänzlich 

unbehandelten Kontrolle. Der neurotoxische Effekt von Cisplatin kann in C. elegans 

somit durch die Nachbehandlung mit den drei Testsubstanzen NAC, WR 1065 und 

ASS formal revertiert werden. Betrachtet man die absoluten Zahlenwerte nach 168 h, 

steigt die Höhe der Pumprate der WR 1065-Gruppe und die der ASS-Gruppe sogar 

über die Höhe der Pumprate der unbehandelten Kontrolle. Dies ist statistisch jedoch 

nicht signifikant. Vitamin C, Koffein und Glukose zeigen hingegen zu keinem 

Messzeitpunkt einen (protektiven) Effekt auf die Pumprate. 

 
Im Folgenden sollen daher die einzelnen Kandidatensubstanzen, vor allem die mit 

einem neuroprotektiven Effekt, genauer betrachtet und ein möglicher 

(neuroprotektiver) Wirkmechanismus diskutiert werden. 

Die Substanz N-Acetylcystein (NAC), die im klinischen Alltag als Hustenlöser 

eingesetzt wird (ACC®), dient als Vorstufe von Cystein für die GSH-Synthese und 

besitzt eine Thiolgruppe [171]. NAC kann die Depletion von GSH verhindern und als 

Antioxidans selbst reaktive Sauerstoffverbindungen eliminieren [172]. Neben seiner 

Funktion als Expektorans wird NAC daher auch regelhaft als Antidot bei Paracetamol-

Vergiftungen eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass das 

verwendete NAC eine gute antioxidative Kapazität hat und eine Post-Inkubation mit 

NAC eine Cisplatin-induzierte Neurotoxizität abmildern kann [1]. 
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Als weitere Kandidatensubstanz wurde Amifostin bzw. dessen aktiver Metabolit 

WR 1065 ausgewählt, ein zytoprotektiv wirksamer Aminothioalkohol, der initial als 

radioprotektive Substanz entwickelt wurde [173]. Die aktivierte Form von Amifostin 

WR 1065 verfügt über eine Thiolgruppe [1, 174, 175]. Amifostin ist bei 

Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region in der Lage, Nebenwirkungen der 

Bestrahlung wie eine Mukositis oder eine Dysphagie zu reduzieren, ohne dabei 

Tumorzellen zu schützen [176]. Auch für den Einsatz von Amifostin zur Reduktion 

einer durch Cisplatin verursachten Nephrotoxizität konnte ein nephroprotektiver Effekt 

ohne gleichzeitige Verminderung der Antitumor-Wirkung gezeigt werden [177]. Eine 

mögliche Erklärung für diese Eigenschaft ist die Aktivierung von Amifostin zu dem 

aktiven Thiol-Metabolit WR 1065. Diese erfolgt durch membranständige alkalische 

Phosphatasen [175, 178], welche in Tumorzellen geringer vorhanden sind als in 

Normalgewebszellen. In Hinblick auf die Protektion gegenüber einer Cisplatin-

induzierten Neurotoxizität konnte bereits in vitro ein neuroprotektives Potenzial von 

Amifostin nach Cisplatin-Gabe gezeigt werden [87]. Für die Eignung als mögliche 

(neuro-)protektive Kandidatensubstanz spricht besonders, dass Amifostin normales 

Gewebe besser schützen kann als Tumorgewebe [173]. Klinische Studien zur 

Wirksamkeit von Amifostin blieben bisher jedoch ohne eindeutiges Ergebnis bezüglich 

einer Neuroprotektion, da häufig nur geringe Patientenzahlen und keine quantitativen 

Endpunkte verwendet wurden [88]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

WR 1065 im TEAC-Test eine ähnliche antioxidative Kapazität wie NAC hat und ebenso 

in der Lage ist, den neurotoxischen Effekt von Cisplatin nachträglich zu revertieren [1]. 

Acetylsalicylsäure (ASS), welches unter dem Markennamen Aspirin® der Bayer AG 

bekannt ist, ist ein Cyclooxygenasehemmer und gehört zu der Gruppe der 

nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR). Im klinischen Alltag hat ASS verschiedene 

Anwendungsgebiete. Zum einen wird es wegen seiner analgetischen, 

antiphlogistischen und antipyretischen Wirkung als Schmerzmittel eingesetzt (zumeist 

in Dosierungen von 500 bis 1000 mg). Zum anderen wird ASS in einer Dosierung von 

100 mg pro Tag zur Thrombozytenaggregationshemmung (TAH) eingesetzt und ist 

damit zur Primär- und Sekundärprophylaxe verschiedener (kardio-)vaskulärer 

Erkrankungen indiziert. Neben dem Myokardinfarkt zählt der ischämische Schlaganfall 

zu den wichtigsten Anwendungsgebieten. In Hinblick auf ein (neuro-)protektives 

Potenzial wurden durch Cui et al. und durch De Cristóbal et al. für ASS bereits in 

Rattenmodellen neuroprotektive Effekte beschrieben [157, 158]. Auch wenn diese 

Autoren in ihren Untersuchungen eine mechanische bzw. ischämische neuronale 
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Schädigung betrachten und nicht eine durch Cisplatin-induzierte Schädigung, ist ASS 

auf Grund des häufigen klinischen Gebrauchs als Kandidatensubstanz interessant 

[157, 158]. Die neuroprotektive Wirkung von ASS bei einem ischämischen Schlaganfall 

in Ratten schreiben De Cristóbal et al. neben der TAH auch einer Hemmung der 

Glutamatfreisetzung zu [179]. Diese Beobachtung gilt explizit nur für eine ischämische 

neuronale Schädigung. Eine Neuroprotektion durch ASS in Zusammenhang mit einer 

Cisplatin-induzierten Neurotoxizität wurde bisher nicht beschrieben. Trotzdem sollte 

ASS als Kandidatensubstanz getestet werden, da bereits eine verbesserte axonale 

Regeneration gezeigt werden konnte, die auch für die CIPN interessant sein 

könnte [157]. Auch wenn ASS kein antioxidatives Potenzial im TEAC-Test aufweist, 

wurde es auf Grundlage der oben beschriebenen Wirkungen als Kandidatensubstanz 

verwendet. Nach Cisplatin-Gabe kann durch eine Nachbehandlung mit ASS ebenso 

eine Neuroprotektion in C. elegans erreicht werden. 

Bei Betrachtung der Resultate des TEAC-Tests und der Nachbehandlung mit diesen 

drei Testsubstanzen fällt auf, dass eine Neuroprotektion im Sinne einer Verbesserung 

der Pumprate nach Cisplatin-Gabe unabhängig von der antioxidativen Kapazität der 

eingesetzten Substanzen ist. Die antioxidative Kapazität kann nicht (allein) 

entscheidend für die Fähigkeit der Neuroprotektion sein, da ASS kein antioxidatives 

Potenzial zeigt und trotzdem eine Verbesserung der Pumprate und damit eine 

Verringerung der neuronalen Schädigung erwirken kann. Dieses Ergebnis wiederum 

könnte ein weiterer Hinweis dafür sein, dass die Entstehung von ROS nicht der primäre 

Grund für die Cisplatin-induzierte Neurotoxizität (in C. elegans) ist. Dafür spricht auch 

das Ergebnis von Wellenberg et al., dass Cisplatin in C. elegans keine nennenswerten 

Mengen an ROS produziert [1]. Eine mögliche Erklärung für die neuroprotektive 

Wirkung von NAC und WR 1065 könnte hingegen ihre Funktion als Thiol-Donor sein 

[1, 172, 174, 180]. Eine direkte Wirkung dieser beiden Substanzen auf das Glutathion-

System kann angenommen werden: es könnte durch die Supplementierung mit den 

SH-Gruppen von NAC und WR 1065 eine GSH-Depletion vermieden werden, wie es 

für NAC bereits beschrieben wird [1, 171, 172]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass ein Knockdown von gcs-1 in C. elegans und damit eine verminderte Funktion des 

Glutathion-Systems eine Cisplatin-induzierte Neurotoxizität verstärkt [1]. Umgekehrt 

könnte die Fähigkeit von NAC und WR 1065, „reduziertes Glutathion wieder 

aufzufüllen“ [172], eine Erklärung für die neuroprotektive Wirkung nach Cisplatin-Gabe 

sein [1]. Auf diese Weise könnte der für die Cisplatin-induzierte Neurotoxizität 

wahrscheinlich mitverantwortlichen GSH-Verminderung (und damit angenommenen 
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Verarmung der endogenen antioxidativen Kapazität) entgegengewirkt werden. Ein 

solcher Mechanismus ist für ASS nicht bekannt. Der Wirkmechanismus von ASS als 

neuroprotektive Substanz ist weiterhin unklar. In Bezug auf die Cisplatin-induzierte 

Neurotoxizität bedarf es weiterer Untersuchungen, da potenzielle Erklärungsansätze 

für die neuroprotektive Eigenschaft von ASS sich vor allem auf den Ischämie-

induzierten neuronalen Schaden beziehen [158, 179]. 

Als weiterer Aspekt ist zu diskutieren, dass eine direkte Bindung des intrazellulären 

Cisplatins durch die im Folgenden genannten Substanzen zu einer Neuroprotektion 

führen könnte [1]. Für GSH ist in dieser Hinsicht die Fähigkeit zur Detoxifikation von 

Schwermetallen bekannt [155, 156]. Für NAC bestehen Fallberichte über effektive 

Chelat-bildende Eigenschaften im Menschen bei Metallvergiftungen [181], außerdem 

erhält NAC bekanntermaßen das GSH-Angebot aufrecht [172]. Für WR 1065 ist eine 

direkte Bindung von Cisplatin bereits bekannt [175, 182]. Auf diese Weise könnte GSH, 

aber auch NAC und WR 1065 dazu beitragen, Cisplatin zu inaktivieren [1]. Somit 

könnte ein möglicher Grund für die Neuroprotektion sein, dass weniger Cisplatin 

vorhanden ist, weil es durch die Kandidatensubstanzen gebunden werden könnte. So 

beschreiben Hu et al., dass Glutathion „durch seine hohe Affinität zu Schwermetallen 

die Anhäufung von Platin-Addukten in Spinalganglien“ verhindert [62]. Kritisch zu 

betrachten ist hierbei also, dass die Cisplatin-Konzentration vermindert werden könnte, 

so wie es in den DRGs von Ratten nach GSH-Gabe gezeigt werden konnte [82]. Damit 

könnte auch eine ausreichende apoptotische Wirkung von Cisplatin in Frage gestellt 

werden, sofern es durch die GSH-Gabe zu einer systemischen Senkung der Cisplatin-

Konzentration käme. Um daher auszuschließen, dass durch die Gabe der als 

neuroprotektiv identifizierten Testsubstanzen der Cisplatin-Gehalt reduziert wird, 

wurde dieser nach der Post-Inkubation mit NAC, WR 1065 und ASS gemessen. Ziel 

dieser Untersuchung war es, eine mögliche Reduktion der insgesamt vorhandenen 

Menge an Cisplatin durch die Gabe der neuroprotektiven Substanzen zu erkennen und 

so als mögliche Ursache für die Neuroprotektion auszuschließen. Über die 

Quantifizierung des Platin-Gesamtgehalts durch die massenspektrometrische 

Methode ICP-MS konnte die Menge an Cisplatin in den verschiedenen 

Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Wellenberg et al. konnten bereits zeigen, 

dass freies Cisplatin dosisabhängig von C. elegans aufgenommen und in dem 

Nematoden verteilt wird [1, 150]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass die Nachbehandlung mit den neuroprotektiven Substanzen keinen signifikanten 

Effekt auf den Cisplatin-Gehalt in den Nematoden hat [1]. Trotzdem ist die Platin-
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Konzentration in den Gruppen, die einer Post-Inkubation mit einer protektiven 

Substanz unterzogen wurden, im Vergleich zu der Gruppe mit einer Post-Inkubation in 

dem Kontrollmedium tendenziell vermindert. Als Ursache hierfür kann eine schnellere 

Elimination von Cisplatin im Sinne einer Detoxifikation durch die 

Kandidatensubstanzen diskutiert werden, da NAC und Amifostin bzw. WR 1065 eine 

Funktion als Thiol-Donor haben [1]. Der Platin-Gehalt der drei Testsubstanz-Gruppen 

ist aber weiterhin tendenziell höher als in der unbehandelten Kontrollgruppe (ebenso 

nicht statistisch signifikant). Das Ergebnis spricht gegen eine beschleunigte 

Elimination von Cisplatin durch Gabe der Kandidatensubstanzen als Ursache für die 

Neuroprotektion, da sich vor allem kein signifikanter Unterschied des Platin-Gehalts 

zwischen der Post-Inkubation in Kontrollmedium zu der Post-Inkubation mit den 

Kandidatensubstanzen feststellen lässt [1]. Allerdings ist kritisch anzumerken, dass in 

dieser Untersuchung in C. elegans kein gewebsspezifischer Nachweis des Platin-

Gehalts erfolgt ist. In Säugetiermodellen könnte eine gezielte Isolierung des 

gewünschten Gewebes und so die Ermittlung des Platin-Gehalts in beispielsweise 

ausschließlich Nerven- oder Tumorgewebe erfolgen. 

Auch wenn in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass der Cisplatin-

Gehalt durch die Nachbehandlung mit den neuroprotektiven Testsubstanzen nicht 

signifikant verringert wird, erlaubt dies keine Aussage über die Effektivität der DNA-

Adduktbildung durch Cisplatin. Ein weiterer möglicher Mechanismus der 

Neuroprotektion könnte sein, dass durch die Post-Inkubation mit den Testsubstanzen 

weniger Cisplatin-induzierte DNA-Addukte gebildet werden. Die Bildung von 1,2-GpG-

Intrastrangquervernetzungen ist hauptsächlich für die Zytotoxizität aber teilweise auch 

für die Neurotoxizität von Cisplatin verantwortlich [17, 26]. Um die Addukt-bildende 

Wirkung von Cisplatin zu überprüfen, kann die Anzahl der 1,2-GpG-

Intrastrangquervernetzungen mittels Southwestern-Blot gemessen werden [1, 69, 183, 

184]. Durch Wellenberg et al. konnte bereits gezeigt werden, dass Cisplatin in 

wildtypischen C. elegans dosisabhängig DNA-Addukte bildet [1]. Daher sollte in der 

vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob eine Post-Inkubation mit den 

Kandidatensubstanzen die Bildung von DNA-Addukten durch Cisplatin einschränkt 

(siehe Anhang, Abbildung 22). Um eine Vergleichbarkeit mit der Messung der 

pharyngealen Pumprate und des Platin-Gesamtgehalts zu gewährleisten, wurden die 

gleichen Messzeitpunkte (48 h und 96 h) und Konzentrationen (sowohl von Cisplatin 

als auch der Kandidatensubstanzen) gewählt. Zu dem Messzeitpunkt 48 h zeigt die 

Cisplatin-Gruppe eine im Mittel höhere Anzahl an 1,2-GpG-
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Intrastrangquervernetzungen als die unbehandelte Kontrolle, dieser Effekt ist jedoch 

nicht signifikant. Nach 96 h zeigt sich für die Post-Inkubation mit den neuroprotektiven 

Kandidatensubstanzen NAC, WR 1065 und ASS keine Veränderung der Menge an 

1,2-GpG-Intrastrangquervernetzungen weder gegenüber der Gruppe mit der Post-

Inkubation in dem Kontrollmedium noch gegenüber der unbehandelten Kontrolle 

(Anhang, Abbildung 22). Es lässt sich somit durch diese Untersuchung keine Aussage 

treffen, ob die Post-Inkubation mit den Kandidatensubstanzen die DNA-Schädigung 

abmildert, da nach 96 h in keiner der Versuchsgruppen Cisplatin-Addukte nachweisbar 

sind. Eine mögliche Erklärung für den fehlenden Nachweis von DNA-Addukten in den 

Cisplatin-Gruppen nach 96 h könnte die vorherige 48-stündige Regenerationszeit 

darstellen. Durch Wellenberg et al. konnte zuvor bereits für geringere Platin-

Konzentrationen gezeigt werden, dass eine 24-stündige Regeneration zu einer 

tendenziellen Abnahme der Menge an Platin-Addukten führen kann [1]. Auch eine 

unspezifische Bindung der Antikörper und damit die Erzeugung eines fehlerhaften 

Signals ist denkbar und in diesem Fall wahrscheinlich. Eine Wiederholung der 

gesamten Versuchsreihe ist auf Grund der hohen Schwankungsbreite zwischen den 

drei unabhängigen Experimenten unbedingt notwendig (Anhang, Abbildung 22). Somit 

kann keine eindeutige Aussage über die Effektivität der Cisplatin-induzierten 

DNA-Adduktbildung nach Post-Inkubation mit den neuroprotektiven Testsubstanzen 

getroffen werden. 

Unter physiologischen Bedingungen können die so entstandenen DNA-Schäden durch 

die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) erkannt und repariert werden. Für 

1,2-Intrastrangquervernetzungen funktioniert dies jedoch weniger effizient [17] und 

auch für differenzierte neuronale Zellen wird angenommen, dass dieser 

Reparaturmechanismus abgeschwächt ist [71]. Dass dies zu einer neuronalen 

Schädigung durch Platinderivate beitragen kann, konnten Dzagnidze et al. zeigen: ist 

die NER nicht aktiv, akkumulieren deutlich mehr Platin-Addukte in den neuronalen 

Zellen, weshalb die betroffenen Mäuse früher neurologische Veränderungen in der 

elektrophysiologischen Testung zeigen [69]. Auch die Fähigkeit zur Reparatur von 

mitochondrialen DNA-Schäden kann allgemein in neuronalen Zellen reduziert sein, 

Astrozyten sind hiervon ausgenommen [185]. Dieser Schädigungsmechanismus und 

damit eine Dysfunktion der Mitochondrien ist für die Entstehung einer CIPN 

entscheidend [75]. Insbesondere das für Cisplatin typische „Coasting“-Phänomen wird 

auf die hohe Cisplatin-Akkumulation in den Neuronen bei gleichzeitig fehlender NER 

in deren Mitochondrien und damit auf die mitochondriale Schädigung 
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zurückgeführt [78]. Auch wenn die Cisplatin-Therapie bei Auftreten von 

neuropathischen Symptomen unterbrochen wird, ist eine Verstärkung der Symptome 

bis über Monate möglich [78]. 

 
Im Gegensatz zu einer Post-Inkubation mit den Testsubstanzen NAC, WR 1065 und 

ASS kann eine Nachbehandlung mit den Testsubstanzen Vitamin C, Koffein und 

Glukose den neurotoxischen Effekt von Cisplatin nicht abmildern. Trotzdem sollen 

auch diese Kandidatensubstanzen im Folgenden genauer betrachtet werden. 

So konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Koffein eine hohe 

antioxidative Kapazität besitzt, die sogar der der Referenzsubstanz Trolox ähnelt. 

Auch sind für Koffein allgemeine neuroprotektive Eigenschaften beschrieben; 

Kolahdouzan und Hamadeh beschreiben diese neuroprotektiven Effekte von Koffein 

jedoch im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und 

Morbus Parkinson und explizit nicht im Zusammenhang mit einer CIPN [186]. Auf 

Grund seiner geringen Toxizität, der hohen antioxidativen Kapazität und den bereits 

beschriebenen positiven Effekten bei neurodegenerativen Erkrankungen wurde 

Koffein als Kandidatensubstanz aufgenommen. Glukose hingegen zeigt im TEAC-Test 

keinerlei antioxidative Kapazität. Es sind auch keine neuroprotektiven Eigenschaften 

dieser Substanz bekannt. Für periphere Nerven sind dauerhaft erhöhte 

Glukosespiegel, beispielsweise wie bei einem Diabetes mellitus, sogar schädlich und 

führen in diesem Fall zu einer peripheren, diabetischen Polyneuropathie. Dies lässt 

auch die Überlegung zu, dass Glukose möglicherweise einen negativen Effekt auf die 

Cisplatin-induzierte Neurotoxizität haben könnte. Initial wurde die Substanz jedoch im 

Sinne einer Kontrollsubstanz verwendet, da von einem neutralen Effekt auf die 

Cisplatin-induzierte Neurotoxizität ausgegangen wurde und Glukose außerdem oral, 

ubiquitär und kostengünstig verfügbar ist. Für Vitamin C gibt es ähnlich wie für Glukose 

auch keine Hinweise auf ein mögliches neuroprotektives Potenzial. Positive Aspekte 

sind die orale Verfügbarkeit und die geringe allgemeine Toxizität von Vitamin C. Auf 

Grund seiner hohen antioxidativen Kapazität, die sich durch den TEAC-Test auch für 

das verwendete Vitamin C bestätigen ließ, wurde es als Kandidatensubstanz 

ausgewählt. Dass weder Vitamin C noch Koffein in der Lage ist, eine Neuroprotektion 

zu erwirken, obwohl ihr antioxidatives Potenzial deutlich höher (TEAC-Wert ca. 1) als 

das der beiden neuroprotektiven Substanzen NAC und WR 1065 ist (TEAC-Wert 

ca. 0,5), unterstützt die Annahme, dass die antioxidative Kapazität der Testsubstanzen 

nicht entscheidend für die Abmilderung der Cisplatin-induzierten Neurotoxizität ist. 
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Kritisch anzumerken ist, dass eine fehlende Wirkung dieser Substanzen, insbesondere 

von Vitamin C und Koffein möglicherweise an einer falsch bzw. zu niedrig gewählten 

Dosis liegen könnte. Des Weiteren ist zu erwähnen, dass die Substanzen Glukose und 

Koffein die pharyngeale Pumprate auch ohne vorherige Cisplatin-Exposition nach 96 h 

verringern. Dies wird durch einen Vergleich der entsprechenden alleinigen Post-

Inkubationsgruppen deutlich. Hier wurde also die Veränderung der Pumprate lediglich 

nach Gabe von Glukose oder Koffein ohne vorherige Cisplatin-Exposition betrachtet. 

Die prozentualen Unterschiede gegenüber der gänzlich unbehandelten Kontrolle 

liegen jedoch für beide Substanzen im einstelligen Bereich und sind daher als eher 

schwache Effekte zu werten. Auch hier wäre für die Zukunft eine bessere Dosisfindung 

sinnvoll, um die möglichen Effekte stärker herausarbeiten zu können. Diese 

schwachen Effekte der Pumpraten-Reduktion nach 96 h durch diese beiden 

Testsubstanzen scheinen auch nicht additiv zu einer Cisplatin-bedingten Schädigung 

zu wirken, da sich die Pumprate der Glukose- und Koffein-Post-Inkubationsgruppen 

nach Cisplatin-Gabe nicht signifikant von den Gruppen mit einer Post-Inkubation in 

Kontrollmedium unterscheidet. Nach 168 h hingegen ist keine signifikante 

Verringerung der Pumprate durch die alleinige Applikation von Glukose oder Koffein 

feststellbar. Zu diesem Messzeitpunkt besteht für die Post-Inkubation mit Glukose 

lediglich eine tendenzielle Erniedrigung der Pumprate, weshalb auch hier 

perspektivisch höhere Glukose-Konzentrationen gewählt werden sollten, um den 

möglichen Effekt zu verstärken. Die Beobachtung, dass die Inkubation mit Glukose 

allein zu einer Verringerung der Pumprate führen kann, könnte perspektivisch 

beispielsweise für die Modellierung einer diabetischen Polyneuropathie in C. elegans 

genutzt werden. 

Auch einige andere Aspekte hinsichtlich der Resultate der Pumpratenmessung nach 

Cisplatin-Gabe und Post-Inkubation mit den neuroprotektiven Kandidatensubstanzen 

sind kritisch zu betrachten. Zum einen ist die Pumprate der Cisplatin-Gruppe mit einer 

Post-Inkubation in Kontrollmedium nach 168 h nur in der NAC-Versuchsreihe 

signifikant gegenüber der unbehandelten Kontrolle vermindert. Es ist dem 

Versuchsaufbau geschuldet, dass für die Messung der Pumprate nach Gabe der 

Testsubstanz WR 1065 sowie für die Messung der Pumprate nach Gabe von ASS die 

gleiche gänzlich unbehandelte Kontrollgruppe und Cisplatin-Kontrollgruppe verwendet 

wurde. Nach 168 h ist die Pumprate dieser Cisplatin-Kontrollgruppe nicht (mehr) 

signifikant (aber trotzdem tendenziell) gegenüber der unbehandelten Kontrolle 

erniedrigt. Gleiches gilt für die Versuche mit den Testsubstanzen Vitamin C, Glukose 
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und Koffein. Eine mögliche Erklärung für die fehlende Signifikanz könnte eine bereits 

eingetretene Regeneration zu dem Messzeitpunkt 168 h sein, da die Cisplatin-

Behandlung lediglich über die ersten 48 h erfolgt ist (daher auch „Puls-Behandlung“ 

genannt). Zu diesem Zweck wäre die Cisplatin-Konzentration in der Optimierung des 

Modellsystems perspektivisch höher zu wählen, beispielsweise bei einer 

Konzentration von 300 µM Cisplatin. Diese Konzentration wurde bereits als Puls-

Behandlung mit einer Post-Inkubation mit NAC getestet und die Ergebnisse mit denen 

der Puls-Behandlung in Höhe von 200 µM Cisplatin verglichen (siehe Anhang, 

Abbildung 23). Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass durch eine Puls-

Behandlung mit 300 µM Cisplatin stärker ausgeprägte und länger andauernde Effekte 

erzielt werden können. Es konnte sowohl eine prozentual stärkere Verminderung der 

pharyngealen Pumprate auch nach 168 h (um ca. 20 % bei 200 µM vs. ca. 30-50 % 

bei 300 µM Cisplatin) als auch eine stärkere Protektion durch eine Post-Inkubation mit 

NAC (um ca. 20 % bei 200 µM vs. ca. 50 % bei 300 µM Cisplatin) bewirkt werden 

(Anhang, Abbildung 23). Somit zeigt ein höherkonzentrierter „Cisplatin-Puls“ stärker 

ausgeprägte Effekte und ist daher in zukünftigen Untersuchungen zu bevorzugen. 

 
Zusammenfassend sprechen die Resultate der vorliegenden Arbeit dafür, dass die 

antioxidative Kapazität der Testsubstanzen nicht entscheidend für die Abmilderung der 

Cisplatin-induzierten Neurotoxizität ist. Vielmehr scheint es durch die 

Wiederherstellung des GSH-Spiegels durch die Nachbehandlung mit den 

Testsubstanzen NAC und WR 1065 möglich, den neurotoxischen Effekt von Cisplatin 

nachträglich zu revertieren. Diese Schlussfolgerung passt zu den Ergebnissen des 

Knockdowns von gcs-1. Eine verminderte Funktion des Glutathion-Systems kann eine 

Cisplatin-induzierte Neurotoxizität somit aggravieren und eine Wiederherstellung des 

GSH-Spiegels kann diese wiederrum abmildern. Diese Annahmen decken sich mit den 

Ergebnissen aus klinischen Studien, in denen die Gabe von Glutathion beispielsweise 

als vielversprechender Ansatzpunkt bei der Prävention einer CIPN bewertet wird [62]. 
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4.4 Die neuroprotektiven Testsubstanzen schränken die 

apoptotische Wirkung von Cisplatin in C. elegans 

nicht ein 

Nachdem die Testsubstanzen NAC, WR 1065 und ASS in der vorliegenden Arbeit als 

neuroprotektiv identifiziert worden sind und gezeigt werden konnte, dass der Platin-

Gesamtgehalt durch die Post-Inkubationen mit diesen Kandidatensubstanzen nicht 

signifikant verändert wird (siehe 4.3), sollte außerdem untersucht werden, ob die 

Testsubstanzen die Apoptose-induzierende Wirkung von Cisplatin einschränken. Die 

klinische Anwendung von Cisplatin in der Antitumor-Therapie hat die Induktion der 

Apoptose der Tumorzellen zum Ziel. Eine zwingende Voraussetzung für eine 

potenzielle klinische Anwendung der neuroprotektiven Substanzen ist daher, dass eine 

suffiziente apoptotische Wirkung von Cisplatin trotz der Nachbehandlung mit der 

jeweiligen Testsubstanz gegeben ist. Hervorzuheben ist, dass in dem 

Modellorganismus C. elegans an dieser Stelle explizit nur von der akut apoptotischen 

Wirkung von Cisplatin auf mitotisch aktives Gewebe und nicht von einer „Antitumor-

Wirkung“ gesprochen werden kann. Dies ist eine Limitation des Modellorganismus 

C. elegans; für eine Aussage über eine tatsächliche Antitumor-Wirkung bedarf es 

geeigneter (Säugetier-)Tumormodelle. Trotzdem sollte in C. elegans überprüft 

werden, ob trotz Einsatz der neuroprotektiven Substanzen die gewünschte 

apoptotische Wirkung von Cisplatin auf mitotisch aktive (Normalgewebs-)Zellen 

gegeben ist. In diesem Tiermodell eignen sich die Keimbahnzellen von C. elegans für 

die Untersuchung der akut apoptotischen Wirkung von Cisplatin auf Grund ihrer 

schnellen Teilungsrate, welche der von Tumorzellen ähnelt. Die Apoptoserate dieser 

mitotisch aktiven Keimbahnzellen kann in C. elegans mikroskopisch quantifiziert 

werden. Für Cisplatin konnte bereits eine erhöhte Apoptoserate in den Keimbahnzellen 

von C. elegans nach 24-stündiger Cisplatin-Inkubation [50, 100 und 150 µM] gezeigt 

werden [1]. Ziel war es daher, zu überprüfen, ob die Apoptoserate durch die Post-

Inkubationen mit den neuroprotektiven Kandidatensubstanzen maßgeblich verändert 

wird. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden; es konnte gezeigt 

werden, dass eine Nachbehandlung mit NAC und WR 1065 die Apoptoserate nicht 

gegenüber der Post-Inkubation in dem Kontrollmedium verändert [1]. Gleiches gilt für 

eine Nachbehandlung mit ASS. Gegenüber der unbehandelten Kontrolle bleibt die 

Apoptoserate in den mitotisch aktiven Keimbahnzellen somit in allen Cisplatin-
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Gruppen unabhängig von der Post-Inkubation erhöht, sodass eine apoptotische 

Wirkung von Cisplatin trotz Gabe der neuroprotektiven Substanzen angenommen 

werden kann. Dies spricht dafür, dass es möglich ist, chronische unerwünschte 

Wirkungen von Cisplatin wie die Neurotoxizität durch eine Post-Inkubation zu 

verringern, ohne akute apoptotische Effekte abzumildern [1]. 

In Zusammenhang mit der akut apoptotischen Wirkung von Cisplatin ist es sinnvoll, 

auch Resistenzmechanismen gegenüber Cisplatin, sowohl von Normalgewebs- als 

auch von Tumorzellen, zu erwähnen. Denn für die Ausbildung einer Cisplatin-

Resistenz sind teilweise ähnliche Mechanismen von Bedeutung, die auch für eine 

potenzielle Neuroprotektion wichtig sein könnten. Cisplatin führt in C. elegans 

beispielsweise zu einer Hochregulierung der Glutathion-S-Transferase (GST, in 

C. elegans gst-4) [183]. Dieses Enzym ist wichtig für die Bindung von GSH an 

Xenobiotika und somit für deren Detoxifikation. Auf diese Weise kann es jedoch auch 

zu einer Resistenz gegenüber Cisplatin kommen: Godwin et al. konnten bereits 1992 

zeigen, dass eine hohe Cisplatin-Resistenz in Ovarialkarzinomzellen mit erhöhten 

Glutathion-Spiegeln durch eine gesteigerte Synthese assoziiert ist [187]. Insbesondere 

eine erhöhte Expression der mRNA für die Ȗ-Glutamyl-Cystein-Synthetase, welche 

heute Glutamat-Cystein-Ligase (GCL) genannt wird und in C. elegans der zuvor 

beschriebenen gcs-1 entspricht, ist mit einer starken Cisplatin-Resistenz 

assoziiert [187, 188]. Eine im Gegensatz dazu verminderte Expression der mRNA für 

die gcs-1 führt wiederrum zu einer Verstärkung der Cisplatin-induzierten Neurotoxizität 

in C. elegans, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte [1]. 

Hierdurch wird deutlich, warum bei Einsatz potenziell neuroprotektiver 

Kandidatensubstanzen gleichzeitig unbedingt auf eine weiterhin bestehende akut 

apoptotische Wirkung von Cisplatin zumindest in mitotisch aktivem Gewebe geachtet 

werden muss und warum C. elegans damit vor allem einen Stellenwert als 

Modellorganismus in der Vorbereitung von Säugetiermodellen hat. Denn als Limitation 

dieses alternativen Modellorganismus ist erneut hervorzuheben, dass C. elegans 

explizit kein Tumor-Modell ist und damit keine Tumorzellen untersucht werden können. 

C. elegans bietet sich jedoch als vollständiger Organismus im Sinne des 3R-Konzepts 

insbesondere für das Screening verschiedener Kandidatensubstanzen an, um nur 

vielversprechende Substanzen zielgerichtet und ressourcenschonend an 

Säugetiermodellen zu testen. 
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Bezüglich der Methodik dieser Untersuchung ist außerdem zu beachten, dass die 

Dauer der Cisplatin-Inkubation bzw. die der Inkubation mit den Kandidatensubstanzen 

(4 h + 20 h) gegenüber den anderen Versuchen (48 h + 120 h) verkürzt ist. Dies ist 

dem Versuchsaufbau geschuldet und erschwert eine exakte Vergleichbarkeit, wie sie 

zwischen den anderen Versuchen mit gleichen Zeiträumen gegeben ist. Da der 

Zeitanteil der Cisplatin-Inkubation an der gesamten Inkubationsdauer im Verhältnis zu 

der Messung der Apoptoserate jedoch geringer (17 %) ist als bei der Messung der 

Pumprate (29 %), kann bei der Pumpratenmessung sogar von einer noch stärkeren 

Cisplatin-Schädigung ausgegangen werden. 

Neben dem relativen Vergleich der Apoptoseraten der Post-Inkubationsgruppen 

wurden auch weitere Messungen durchgeführt (siehe Anhang, Abbildung 24). Zu 

diesem Zweck wurden weitere Inkubations-Kombinationen und eine Induktion der 

Apoptose mittels UV-C Bestrahlung untersucht. Eine UV-C Bestrahlung kann als 

Positiv-Kontrolle für die Apoptose-Induktion dienen [189] (Anhang, Abbildung 24 D). 

Eine interessante Beobachtung hierbei ist, dass eine sofortige NAC Post-Inkubation 

für 24 h nach UV-C Bestrahlung die Apoptoserate gegenüber einer erst 4 h später 

begonnenen 20-stündigen Post-Inkubation senken kann (Anhang, Abbildung 24). Der 

Mechanismus dieser Protektion ist unklar. Die Höhe der antioxidativen Kapazität 

scheint auch hier nicht entscheidend zu sein, da die Beobachtung nicht für Amifostin/ 

WR 1065 gilt, obwohl es NAC in seinem TEAC-Wert gleicht. Da die Beobachtung nur 

für NAC und nicht für WR 1065 gilt, scheint in diesem Versuchsaufbau auch nicht die 

Funktion als Thiol-Donor entscheidend zu sein. Eine ASS-Gabe (für 20 h oder 24 h) 

hingegen senkt die Apoptoserate nach UV-C Exposition so sehr ab, dass sie nicht 

mehr gegenüber der unbehandelten Kontrolle erhöht ist (Anhang, Abbildung 24). Da 

ASS jedoch keine antioxidative Kapazität im TEAC-Assay zeigt, spricht dies ebenso 

dafür, dass die Reduktion von ROS in diesem Zusammenhang nicht der 

entscheidende Protektionsmechanismus sein kann. 

 
In Zusammenschau dieser Resultate lässt sich schlussfolgern, dass Cisplatin weiterhin 

eine effektive apoptotische Wirkung trotz geringerer Neurotoxizität durch die Post-

Inkubation mit NAC, WR 1065 und ASS hat. Es ist davon auszugehen, dass die 

neuroprotektiven Substanzen in der Lage sind, die „schädlichen chronischen Effekte 

von Cisplatin abzumildern, nachdem die akute und erwünschte Apoptoseinduktion in 

mitotisch aktiven Geweben stattgefunden hat“ [1]. 
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4.5 Schlussfolgerung 

In dieser Arbeit konnte erneut bestätigt werden, dass sich der Modellorganismus 

C. elegans für Untersuchungen im Bereich der Cisplatin-induzierten (Neuro-)Toxizität 

eignet; insbesondere die Messung der pharyngealen Pumprate kann als 

Surrogatmarker für die Cisplatin-induzierte Neurotoxizität dienen [1]. Die Messung der 

pharyngealen Pumprate zeigt sich hier als robuster Endpunkt, da sie in dem 

Neurotoxizität-induzierenden Dosisbereich von Cisplatin nicht durch andere 

Störfaktoren wie Muskeltoxizität oder vorzeitige Alterung beeinflusst wird. Dies ist eine 

weitere Bestätigung, dass sich C. elegans als Modellorganismus für die Untersuchung 

der Platin-induzierten Neurotoxizität eignet und somit auch Informationen für die 

Therapie oder sogar Prävention der CIPN im Menschen liefern kann [1]. 

Der Pathomechanismus der CIPN ist nicht vollständig aufgeklärt, jedoch scheint das 

Glutathion-System hierbei von Bedeutung zu sein. In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass eine verminderte Funktion des Glutathion-Systems eine Cisplatin-

induzierte Neurotoxizität in C. elegans aggravieren kann; als Ursache kann 

möglicherweise eine Verringerung der endogenen antioxidativen Kapazität durch eine 

GSH-Depletion vermutet werden [1]. Auf Grund dieser Resultate ist für 

Kandidatensubstanzen, welche in dieses System eingreifen können, eine 

neuroprotektive Wirkung anzunehmen, wenngleich die jeweilige antioxidative 

Kapazität dafür nicht entscheidend ist. Eine Post-Inkubation mit den Substanzen NAC 

und Amifostin bzw. WR 1065 zeigt in der vorliegenden Arbeit eine Abmilderung der 

Neurotoxizität [1]. Auch eine Post-Inkubation mit ASS wirkt neuroprotektiv und kann 

ebenso wie eine Nachbehandlung mit NAC und WR 1065 den neurotoxischen Effekt 

von Cisplatin revertieren. Andere, zum Teil ebenfalls antioxidativ wirksame 

Substanzen wie Vitamin C oder Koffein verbessern die Pumprate nach Cisplatin-Gabe 

hingegen nicht. Glukose zeigt sogar tendenziell eine zusätzliche Verringerung der 

Pumprate. In dieser Arbeit konnte außerdem gezeigt werden, dass der Platin-

Gesamtgehalt durch den Einsatz der neuroprotektiven Kandidatensubstanzen NAC 

und WR 1065 nicht verändert wird [1]. Dies gilt auch für eine Post-Inkubation mit ASS. 

Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Post-Inkubation mit diesen Substanzen keine 

Auswirkung auf die Apoptose-Induktion in C. elegans hat: die akut apoptotische 

Wirkung von Cisplatin auf mitotisch aktive Zellen wird trotz Reduktion der 

Neurotoxizität durch die Kandidatensubstanzen nicht abgeschwächt [1]. 
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Zusammenfassend konnte in C. elegans eine Abmilderung der Cisplatin-induzierten 

Neurotoxizität und damit eine Protektion des Nervensystems nach Cisplatin-Exposition 

durch die Nachbehandlung mit den Kandidatensubstanzen NAC, WR 1065 und ASS 

gezeigt werden. Diese Ergebnisse decken sich zumeist mit den Resultaten der 

wenigen und zumeist schwachen klinischen Studien zu diesem Thema, weshalb 

dringend weitere Forschung in diesem Bereich notwendig ist. Perspektivisch könnten 

die Substanzen auch für den alltäglichen klinischen Einsatz zur Behandlung einer 

CIPN vielversprechend sein. Insgesamt hat C. elegans als 3R-konformer 

Modellorganismus für die CIPN das Potenzial, für das Screening weiterer 

Kandidatensubstanzen und die genauere Untersuchung des Patho- und 

Wirkmechanismus genutzt zu werden [1]. 

4.6 Ausblick 

Die Chemotherapie-induzierte periphere Neuropathie (CIPN), welche unter anderem 

als Nebenwirkung einer Behandlung mit Cisplatin auftreten kann, ist häufig 

therapielimitierend [3]. Da der Pathomechanismus noch nicht vollständig aufgeklärt ist, 

fehlen eine effektive Therapie oder sogar Prävention [1, 33, 40, 159]. Diese Arbeit 

konnte zeigen, dass eine Neuroprotektion in C. elegans durch Post-Inkubation möglich 

ist. NAC und WR 1065 zeigen eine neuroprotektive Wirkung, welche möglicherweise 

ihrer Thiol-Gruppe zugesprochen werden kann [1]. Für ASS ist der neuroprotektive 

Wirkmechanismus bisher unklar. 

Insgesamt ist C. elegans ein nützliches und 3R-konformes in vivo Modell für die 

CIPN [1]. In der Optimierung des Modells sollte die Methode der Auszählung des 

Pharynxpumpens automatisiert und dadurch objektiviert werden, da es sich bei den 

Ergebnissen in dieser Arbeit um eine manuelle Messung handelt. Eine automatisierte 

Untersuchung der Pumprate kann mittels Elektropharyngeogramm (EPG) erfolgen. 

Hierbei wird die neuronale Aktivität der Pharynx-assoziierten Neurone direkt über das 

ScreenChip™ System der Firma InVivo Biosystems (ehemals NemaMetrix) 

gemessen [1, 190]. Wellenberg et al. haben diese Methode bereits genutzt, um die 

pharyngeale Pumprate nach Cisplatin-Exposition automatisiert zu untersuchen: 

hierdurch konnte gezeigt werden, dass Cisplatin zu einer dosisabhängigen Reduktion 

der Aktivität der pharyngealen Neurone führt [1]. Auch ein Teil der oben gezeigten 

Ergebnisse konnte so bereits objektiviert und bestätigt werden: eine Nachbehandlung 



86 

mit NAC zeigte auch in diesem Versuchsaufbau eine Verbesserung der Pumprate 

nach Cisplatin-Exposition [1]. Die Messung über EPGs erfolgt für jeden Nematoden 

einzeln. Da perspektivisch ein breiteres Screening weiterer potenziell neuroprotektiver 

Kandidatensubstanzen wünschenswert ist, könnte daher ergänzend auch der 

Clearance-Assay für die Standardisierung verwendet werden. Dieser könnte sich 

insbesondere für die Umsetzung von Hochdurchsatz-Screenings eignen, da eine hohe 

Anzahl von Nematoden und Substanzen verwendet werden kann. Bei dieser indirekten 

Messmethode wird über die Bestimmung der optischen Dichte (OD) des 

Flüssigmediums, in welchem die Nematoden inkubiert werden, auf die pharyngeale 

Pumprate geschlossen. Diese Methode ist angelehnt an den „Fitness Assay“, wie er 

durch Elvin et al. beschrieben wurde [191] sowie an den „Food Intake (OD600) Assay“, 

beschrieben von Gomez-Amaro et al. [192]. Sinkt die pharyngeale Pumprate 

(beispielsweise in einer Cisplatin-Gruppe), wird die optische Dichte auf Grund der 

weniger stark dezimierten Bakterienpopulation in einem geringeren Ausmaß reduziert 

als in Gruppen mit einer hohen Pumprate (beispielsweise Kontrollgruppe). Das 

Ergebnis einer initialen, einmaligen, beispielhaften Testung für den Vergleich einer 

Cisplatin-Gruppe zu ihrer Kontrolle war vielversprechend (Anhang, Abbildung 25). 

Perspektivisch könnten so in einem ersten Schritt Hochdurchsatz-Screenings zur 

Identifizierung neuroprotektiver Kandidatensubstanzen realisiert werden, welche bei 

Hinweisen für einen positiven Effekt in einem zweiten Schritt über die Messung der 

EPGs bestätigt werden könnten. Bei einer zusätzlichen Automatisierung der 

Auswertung der Apoptoserate, beispielsweise über die ImageJ-Software, könnte eine 

hohe Standardisierung der in dieser Arbeit manuell durchgeführten Versuche erreicht 

werden. 

Außerdem sollte in der Optimierung dieses CIPN-Modells bei der Messung der 

pharyngealen Pumprate regelhaft eine höhere Cisplatin-Konzentration für die 48-

stündige Puls-Behandlung gewählt werden, beispielsweise 300 µM Cisplatin. Für 

diese Cisplatin-Konzentration konnte in der vorliegenden Arbeit bereits gezeigt 

werden, dass der neuroprotektive Effekt durch eine NAC-Post-Inkubation stärker 

ausgeprägt ist (Anhang, Abbildung 23). Durch diesen initial stärkeren Cisplatin-Puls 

von 300 µM kann bewirkt werden, dass die Cisplatin-Gruppen mit einer Post-

Inkubation in Kontrollmedium auch nach 168 h eine signifikant erniedrigte Pumprate 

zeigen (Anhang, * in Abbildung 23), anders als bei einem initialen Cisplatin-Puls von 

200 µM. 
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Als Ergänzung zu der Untersuchung des Pharynxpumpens als funktioneller Endpunkt 

sollte auch die Untersuchung eines neuroanatomischen Endpunkts erfolgen. Für 

diesen Zweck können Reporterstämme genutzt werden, die die neuronalen 

Verbindungen in C. elegans sichtbar machen. In dem Reporterstamm STR198 sind 

die PVD-Neurone GFP-markiert, welche von mechanosensorischer Qualität sind und 

in der Körperwand liegen [1, 125]. Von ihnen gehen viele, sich verzweigende 

dendritische Ausläufer ab [193], sodass sie gut geeignet sind, um den Einfluss von 

Cisplatin auf die Morphologie des Nervensystems zu untersuchen. Erste Experimente 

mit diesem Ziel wurden bereits durchgeführt. In der vorliegenden Arbeit wurde eine 

Cisplatin-Gruppe (400 µM Cisplatin für 96 h) mit einer unbehandelten Kontrollgruppe 

hinsichtlich ihrer neuronalen Verzweigung verglichen [1]. Da jedoch keine 

automatisierte Auswertung über ImageJ bzw. NeuronJ möglich war, können die 

Ergebnisse nur als repräsentative Bilder aufgeführt werden (Anhang, Abbildung 26). 

Anhand der Bilder lassen sich keine Veränderungen der Morphologie des 

Nervensystems nach Cisplatin-Gabe nachvollziehen [1]. Perspektivisch sollte eine 

objektive Auswertung erfolgen, da dieser experimentelle Aufbau vielversprechend für 

eine adäquate anatomische Modellierung einer peripheren Neuropathie ist. Yip und 

Heiman konnten in C. elegans bereits zeigen, über welche neuronale Plastizität diese 

Art von Neuronen verfügt [193]. Durch Wellenberg et al. wurden auch andere 

qualitative Beobachtungen durchgeführt. So wurde der Reporterstamm BZ555 

[egIs1 [dat-1p::GFP]] zur Visualisierung der Neurotoxizität in dopaminergen Neuronen 

verwendet: die Neurone der Tiere, die für 96 h mit 100 µM Cisplatin behandelt wurden, 

zeigten eine tendenziell schwächere Leuchtkraft im Vergleich zu den unbehandelten 

Tieren [1]. 

 
Außerdem sollten einige der hier gezeigten Versuche wiederholt werden; unter 

anderem ist die Messung des Platin-Gesamtgehalts mittels ICP-MS nicht 

aussagekräftig. Es konnte zwar gezeigt werden, dass sich der Platin-Gehalt in den 

Gruppen mit einer Post-Inkubation mit den neuroprotektiven Substanzen nicht 

signifikant von dem in der Kontroll-Post-Inkubationsgruppe unterscheidet. Jedoch 

konnte dabei nicht gezeigt werden, dass der Platin-Gehalt in diesen drei Cisplatin-

Gruppen mit einer Nachbehandlung mit den neuroprotektiven Testsubstanzen 

weiterhin signifikant höher ist als in der gänzlich unbehandelten Kontrollgruppe. Dies 

wäre jedoch wichtig, um zu unterstreichen, dass die Kandidatensubstanzen nicht zu 

einer verstärkten Elimination von Cisplatin führen. Zu diesem Zweck sollte auch hier 
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gegebenenfalls eine höhere Cisplatin-Konzentration für die Puls-Behandlung gewählt 

werden (beispielsweise auch 300 µM Cisplatin). Der Southwestern-Blot sollte 

ebenfalls wiederholt werden, da die Aussagekraft gering ist (Anhang, Abbildung 22). 

Auch wenn die Anzahl der DNA-Addukte in der Cisplatin-Gruppe nach 48 h tendenziell 

höher ist als in der unbehandelten Kontrolle, fehlt eine statistische Signifikanz für eine 

eindeutige Aussage. Nach 96 h ist die Anzahl der 1,2-GpG-

Intrastrangquervernetzungen in den Gruppen mit einer Nachbehandlung mit den 

neuroprotektiven Testsubstanzen zwar nicht gegenüber der Post-Inkubation in dem 

Kontrollmedium verändert, aber auch nicht gegenüber der unbehandelten Kontrolle 

(siehe Anhang, Abbildung 22). Eine Erklärung dafür könnte sein, dass die Menge an 

Platin-Addukten auf Grund der 48-stündigen Regenerationszeit abgenommen haben 

könnte [1]. Daher sollten die Inkubationszeiträume mit den Kandidatensubstanzen und 

damit auch die Regenerationszeit nach Cisplatin-Exposition verkürzt werden (zum 

Beispiel auf maximal 24 h) und die Cisplatin-Konzentration für die Puls-Behandlung 

ebenso erhöht werden (zum Beispiel auf 300 µM Cisplatin). 

 
Hinsichtlich der Aufarbeitung des Pathomechanismus wäre eine nähere Untersuchung 

der mitochondrialen Schädigung durch Cisplatin als Ursache der CIPN für die Zukunft 

interessant. Substanzen, die die Mitochondrien schädigen, aggravieren eine 

Oxaliplatin-bedingte Neuropathie [76]. Xiao et al. nehmen daher an, dass Substanzen, 

die einen positiven Effekt auf die Mitochondrien-Funktion haben, auch für die 

Prävention oder Therapie sinnvoll sein können [76]. Dies ist ein möglicher Ansatzpunkt 

für die Suche nach weiteren neuroprotektiven Substanzen. Klinisch besonders 

relevant sind dabei Substanzen, die gleichzeitig mehrere Nebenwirkungen von 

Cisplatin abmildern können. So beschreiben einige aktuelle Studien Melatonin anhand 

von Säugetiermodellen als protektive Substanz gegenüber den Cisplatin bedingten 

Nebenwirkungen Ototoxizität [194], Nephrotoxizität [195] und Neurotoxizität, unter 

anderem auf Grund seiner antioxidativen und antiinflammatorischen Wirkung [196]. Im 

klinischen Alltag wird Melatonin bei Schlafstörungen und Depressionen 

eingesetzt [196], Anwendungsgebiete die häufig auch Krebspatienten betreffen. Daher 

könnte auch eine Testung von Melatonin in C. elegans interessant sein. Da zu den 

möglichen, hier jedoch nicht ausführlich thematisierten Pathomechanismen der CIPN 

auch die Neuroinflammation gezählt wird [77, 197], könnte auch die 

antiinflammatorische Wirkung ein Auswahlkriterium für potenzielle 

Kandidatensubstanzen sein. Perspektivisch aussichtsreich ist aber vor allem die 
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Testung von Kombinationstherapien: Flatters et al. schlagen diesen Weg vor, um 

gleichzeitig an den verschiedenen möglichen Pathomechanismen der CIPN 

anzusetzen, da diese sich gegenseitig verstärken können [159]. Für diesen Ansatz 

wäre C. elegans sehr gut geeignet, da hier zum Beispiel die Kombination einer 

genetischen Manipulation und die gleichzeitige Gabe einer Testsubstanz möglich ist. 

Hier könnte beispielsweise konkret untersucht werden, ob der Effekt des gcs-1 

Knockdowns durch die gleichzeitige Gabe einer neuroprotektiven Kandidatensubstanz 

(zum Beispiel NAC oder WR 1065 auf Grund ihrer Thiolgruppe) abgemildert werden 

kann. Auch eine Kombination aus zwei bereits als neuroprotektiv identifizierten 

Kandidatensubstanzen sollte durchgeführt und auf einen additiven Effekt hin 

untersucht werden. 

 
Die Verwendung des Modellorganismus C. elegans und insbesondere die Messung 

der pharyngealen Pumprate als Surrogatmarker für Neurotoxizität ist hilfreich, um 

mehr Informationen über den zugrundeliegenden Pathomechanismus der CIPN zu 

sammeln und potenziell neuroprotektive Kandidatensubstanzen zu identifizieren. Auf 

diese Weise soll perspektivisch möglicherweise auch mit Hilfe von Hochdurchsatz-

Screenings von Substanzbibliotheken dazu beigetragen werden, kurative oder sogar 

präventive Maßnahmen gegen die Cisplatin-induzierte Neurotoxizität zu entwickeln [1]. 
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6 Anhang 

Anhang 1: Bestimmung der 1,2-GpG-Intrastrangquervernetzungen nach Cisplatin-

Exposition und NAC-, WR 1065- und ASS-Post-Inkubation mittels Southwestern-Blot. 

 
Southwestern-Blot Analyse 

Um die Bildung von 1,2-GpG-Intrastrangquervernetzungen nachzuweisen, wurde ein 

Southwestern-Blot durchgeführt, wie durch F.J. García-Rodríguez beschrieben [1, 

183]. Der Versuchsaufbau entsprach dem von Wellenberg et al., die durch diese 

Methode bereits die Bildung von 1,2-GpG-Intrastrangquervernetzungen für die 

Cisplatin-Konzentrationen 50 - 150 µM nachweisen konnten [1]. Durch den 

Southwestern-Blot, auch Slot-Blot genannt, kann der Cisplatin-induzierte DNA-

Schaden mittels Antikörper-vermittelter Detektion sichtbar gemacht werden. 

Um das Experiment mit der Messung des Pharynxpumpens und des Platin-

Gesamtgehalts vergleichbar zu machen, erfolgte die Inkubation der Nematoden mit 

Cisplatin bzw. mit den verschiedenen Testsubstanzen wie bisher beschrieben. Um 

ausreichend DNA isolieren zu können, war mindestens eine Anzahl von 

400 Nematoden pro Versuchsgruppe notwendig. Die Dauer des Experiments betrug 

insgesamt 96 h. Die DNA-Isolation erfolgte für jede Gruppe nach 48 h und 96 h, die 

Messung mittels Southwestern-Blot erfolgte anschließend für alle Gruppen 

gemeinsam. 

 
DNA-Isolation 

Die DNA der Versuchstiere konnte mit Hilfe des Pipettierroboters QIAcube gewonnen 

werden. Hierfür wurden die Nematoden mit dem dazugehörigen DNeasy® Blood & 

Tissue Kit nach Herstellerprotokoll vorbereitet. Der Inhalt eines Wells wurde in ein 2 ml-

Reaktionsgefäß überführt, bei 5000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert und 80 % des 

Überstandes verworfen. Um die verbliebenen Bakterien vollständig zu entfernen, 

wurden die Pellets mehrfach in M9-Puffer gewaschen und wieder zentrifugiert. Im 

nächsten Schritt wurde 180 µl ATL-Puffer auf jedes Pellet gegeben und mittels 

Vortexer vermengt. Die Lysierung erfolgte durch Zugabe von jeweils 20 µl 

Proteinase K mit anschließend 3-stündiger Inkubation bei 55 °C unter gelegentlichem 

Verwirbeln. Die anschließende DNA-Isolation und Aufreinigung erfolgte durch den 

vollautomatischen QIAcube. Nach Überführen der Proben in den QIAcube wurde das 
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Programm „DNA Blood and Tissue - Tissue Rodent“ gewählt. Die photometrische 

Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA erfolgte mittels Nanodrop. 

 
Slot-Blot 

Zur Orientierung diente das Slot-Blot Protokoll von Park und Kang [184]. Aus jeder 

Versuchsgruppe wurden 100 ng DNA mit TE-Puffer auf ein Endvolumen von 100 µl 

verdünnt. Es folgte die Denaturierung der Proben bei 95 °C für 10 Minuten und die 

anschließende Abkühlung auf Eis. Unterdessen erfolgte die Vorbereitung der Slot-Blot 

Apparatur. Zuerst mussten die Nitrozellulosemembran und drei Whatman-

Filterpapiere passgenau zugeschnitten und für 10 Minuten in 6 x SSC inkubiert 

werden. Anschließend wurde die Nitrozellulosemembran oberhalb der Whatman-

Filterpapiere in die Apparatur eingelegt, welche zuvor mit dH2O befeuchtet und luftdicht 

mittels Parafilm verschlossen worden war [183]. Die vollständig vorbereitete Slot-Blot 

Apparatur wurde an eine Vakuum-Pumpe angeschlossen. 

Unmittelbar vor Auftragen der Proben in die Slot-Blot Apparatur wurden diese jeweils 

mit 100 µl eiskaltem Ammoniumacetat [2 M] vermischt, sodass jede Probe ein 

Gesamtvolumen von 200 µl hatte. In Vertiefungen ohne Probenmaterial wurden 200 µl 

TE-Puffer gegeben. Anschließend wurde die Vakuumpumpe aktiviert und die Proben 

durch den Unterdruck durch die Membran gefiltert. Um eine höhere Fixierung auf der 

Membran zu erreichen, wurden anschließend 400 µl 2 x SSC in die Probenspalten 

gegeben. Im Anschluss wurde die Membran aus der Apparatur genommen, ihre 

Oberseite markiert und mit Ammoniumacetat [1 M] gewaschen. Danach erfolgte die 

Hitzefixierung für 2 h bei 80 °C in einem Trockenschrank. Der letzte Schritt des ersten 

Arbeitstages war das Waschen der Membran in TBST für 10 Minuten und das 

Blockieren der Membran in Milchpulver (5 %), die über Nacht bei 4 °C auf einem 

Schüttler gelagert wurde. 

Am darauffolgenden Arbeitstag erfolgte die Auftragung der Antikörper. In Vorbereitung 

darauf wurde die Membran dreimal für jeweils fünf Minuten mit TBST gewaschen. Im 

Anschluss erfolgte die einstündige Inkubation mit dem für 1,2-GpG-

Intrastrangquervernetzungen spezifischen Primärantikörper von Abcam (ab103261) in 

einer Verdünnung von 1:1000 bei Raumtemperatur und stetiger Rotation. Im 

Anschluss wurde die Membran viermal für jeweils 15 Minuten mit TBST gewaschen 

bevor der Sekundärantikörper in der Verdünnung 1:2000 für 2 h bei Raumtemperatur 

hinzugegeben wurde. Darauf folgte erneut eine vierfache Waschung in TBST für 

15 Minuten. 
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Die Visualisierung erfolgte mittels Chemilumineszenz (Antikörperdetektion mittels 

ECL-Reaktion). Dazu wurde die Lösung des ECL-Chemilumineszenz-Kits gleichmäßig 

auf der Membran verteilt und das Ergebnis mittels ChemiDoc Touch Imaging System 

von Bio-Rad aufgenommen. Um eine korrekte Aussage über die Anzahl der 1,2-GpG-

Intrastrangquervernetzungen treffen zu können, musste die Fluoreszenz-Intensität der 

Chemilumineszenz-Aufnahmen in ein Verhältnis zu dem DNA-Gehalt der jeweiligen 

Probe gesetzt werden. Um den DNA-Gehalt zu ermitteln, wurde die Membran nach 

Abschluss der Chemilumineszenz-Aufnahmen für 30 Minuten mit Methylenblau 

angefärbt und abermals die Fluoreszenz-Intensität mittels ChemiDoc Touch von Bio-

Rad aufgenommen, diesmal jedoch im Auflicht Modus (Colorimetric). Die Analyse der 

Fluoreszenz-Intensität beider Aufnahmen erfolgte mit der Software ImageLab. 

 
 
Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Antikörper. 

Primärantikörper 
(Southwesternblot) 

Spezifisch gegen 1,2-GpG-
Intrastrangquervernetzungen 
Abcam, Cambridge (Großbritannien) 
ab103261 
Verdünnung: 1:1000 

Sekundärantikörper 
(Southwesternblot) 

Mit Peroxidase gekoppelt 
Anti-Ratte IgG 
Rockland, Limerick (USA) 
Art.-Nr. 612-4326 
Verdünnung: 1:2000 
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Anhang 4: Bestimmung der optischen Dichte mittels Clearance-Assay. 

 
Clearance-Assay 

Der Clearance-Assay beschreibt eine indirekte Methode zur Abschätzung der 

pharyngealen Pumprate über die photometrische Messung der optischen Dichte (OD). 

Die Methode ist modifiziert nach dem „Fitness Assay“, wie er durch Elvin et al. 

beschrieben wurde [191] sowie nach dem „Food Intake (OD600) Assay“, beschrieben 

von Gomez-Amaro et al. [192]. Gemessen wird die OD des Flüssigmediums, in 

welchem die Nematoden inkubiert werden. Eine Verringerung der OD spricht dabei für 

eine hohe Pumprate der Nematoden, da weniger Bakterien im Medium vorhanden 

sind. 

Für die im Folgenden gezeigte einmalige Messung wurden pro Versuchsgruppe 

jeweils exakt 30 junge adulte wildtypische Nematoden verwendet und bei 20 °C für 

insgesamt 96 h in 60 µl Flüssigmedium (S-MediumK) in einer 96er-Well-Platte 

inkubiert. Die Versuchsgruppe erhielt über die ersten 48 h 200 µM Cisplatin und im 

Anschluss für die weiteren 48 h eine Inkubation in S-MediumK. Die Kontrollgruppe 

erhielt über den entsprechenden Zeitraum nur S-MediumK. Der Medienwechsel 

erfolgte wie bei den anderen Untersuchungen nach 48 h. Die Messung der OD erfolgte 

jeweils um 11.30 Uhr und um 17.30 Uhr an Tag 3 (entspricht ca. dem Messzeitpunkt 

48 h im regulären Versuchsaufbau), an Tag 4 und an Tag 5 (entspricht ca. dem 

Messzeitpunkt 96 h im regulären Versuchsaufbau). Es erfolgte eine Normierung auf 

die respektive Kontrollgruppe. Das Experiment wurde nur einmal durchgeführt, mit 

jeweils drei technischen Replikaten. 

 
Zu allen Messzeitpunkten konnte eine Tendenz hin zu einer erhöhten OD der Cisplatin-

Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe festgestellt werden. Dies ist 

höchstwahrscheinlich auf die verringerte pharyngeale Pumprate zurückzuführen. Eine 

statistische Analyse war bei nur einmaliger Testung nicht möglich. 
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Anhang 5: Wirkung von Cisplatin auf die Morphologie des Nervensystems des 

Reporterstamms STR198. 

 
Auswertung des Reporterstamms STR198 

Um die Wirkung von Cisplatin auf die neuronalen Verbindungen von C. elegans 

beurteilen zu können, wurde der Reporterstamm STR198 

hrtIs3 [des-2p::myr::GFP + unc-122p::DsRed]. hrtEx52 [des-2p::mKate::GS1(high) + 

unc-119(+) + myo-2p::tdTomato] genutzt, welcher unserer Arbeitsgruppe von Martin 

Harterink (Universität Utrecht) geschenkt wurde [1]. Hieran konnte die Verzweigung 

der GFP-markierten PVD-Neurone nach Gabe von Cisplatin untersucht werden [1]. 

Die PVD-Neurone sind von mechanosensorischer Qualität und liegen in der 

Körperwand [125]. Von ihnen gehen viele, sich verzweigende dendritische Ausläufer 

ab [193]. 

Der Versuchsaufbau erfolgte wie durch Wellenberg et al. beschrieben [1]. Pro 

Versuchsgruppe wurden mindestens 30 Nematoden im L4-Stadium für 96 h bei 20 °C 

in Flüssigmedium inkubiert. S-MediumK diente als Kontrollmedium, Cisplatin [400 µM] 

war die zu testende Substanz. Ein Medienwechsel erfolgte nach 48 h. Nach 96 h 

wurden die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mittels FITC-Filter gemacht. 

Hierzu wurden die Nematoden mit einem Tropfen Natriumazid [15 mM] auf ein 

Agarose-Pad gegeben und mindestens 30 Tiere pro Gruppe mit dem FITC-Filter bei 

250 ms Belichtung und 10-facher Vergrößerung aufgenommen. Das Experiment 

wurde jeweils dreimal wiederholt. 

 
Es konnte kein offensichtlicher morphologischer Unterschied zwischen der 

unbehandelten Kontrollgruppe und der Cisplatin-Gruppe festgestellt werden [1]. Es ist 

jedoch keine automatisierte, objektivierte Auswertung erfolgt. 
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