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IV.  Zusammenfassung – Abstract 

IV.I. Zusammenfassung 

Zur Therapie maligner Tumoren werden Zytostatika, wie das Tubulin-bindende Paclitaxel 

(PTX), genutzt. Deren Anwendung wird jedoch durch Eigenschaften wie einer geringen Wasser-

löslichkeit und der nicht tumorspezifischen Wirkungsweise eingeschränkt. Drug-Targeting-

Systeme, beispielsweise synthetische Polymere, könnten die Administration vereinfachen und 

die Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe erhöhen. Ein chemisch variables Polymer ist dendriti-

sches Polyglycerolsulfat (dPGS), welches mit Wirkstoffen (PTX) und Fluorochromen (Indocar-

bocyanin [ICC]) konjugiert werden kann. dPGS wurde in vitro als gut verträglich evaluiert und 

erfüllt Anforderungen an Drug-Targeting-Systeme. 

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob dPGS als potentielles  

Drug-Targeting-System genutzt werden kann. 

Dazu wurde die Therapie von humanen Lungentumoren in der Maus mit dPGS ausgewertet und 

die Tumoren hinsichtlich der Proliferation und Apoptose immunhistochemisch untersucht. An-

hand eines Screenings von 14 kovalenten dPGS-Zytostatika-Konjugaten wurde ein Konjugat 

(dPGS-PTX) ausgewählt und hinsichtlich der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung in vitro un-

tersucht (MTT-Test). Die Analyse der zellulären Aufnahme und Elimination von dPGS-PTX 

erfolgte durch Fluorochrom-Markierungen (dPGS-PTX-ICC). Ergänzend wurden Zellzyklusana-

lysen und immunhistochemische Darstellungen von Tubulin durchgeführt. Unsulfatiertes dendri-

tisches Polyglycerol (dPG) wurde als Kontrollpolymer genutzt. 

Die Behandlung der Tumoren mit D = 30 mg/kg Körpergewicht dPGS verminderte den Median 

der relativen Tumorvolumina und wies keine unerwünschten Arzneimittelwirkungen auf. Die 

Proliferation in den Tumorgeweben wurde signifikant reduziert und die mediane Apoptose er-

höht. Durch eine Alcianblaufärbung wurde dPGS histologisch in den tumorumgebenden Binde-

geweben nachgewiesen. Das dPGS-PTX-Konjugat wies eine teilweise signifikant verminderte 

Zytotoxizität bei Tumorzellen und nicht-malignen Zellen auf. Während die Fluoreszenzzunahme 

von dPGS-PTX-ICC in den Tumorzellen linear erfolgte, führte die dPG-PTX-ICC-Inkubation 

erwartungsgemäß zu vergleichbar geringen Fluoreszenzen wie die Negativkontrollen. Dennoch 

zeigte dPG-PTX eine unerwartete zytotoxische Wirkung, die histologisch durch Tubulindarstel-

lungen bestätigte wurde. 

Die Beeinflussung der Tumorvolumina, der Nachweis von dPGS im tumorumgebenden Binde-

gewebe und die gute Verträglichkeit des dPGS deuten eine erfolgreiche Anwendung an. Mög-
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licherweise sind die Sulfatgruppen für die Wirkung essentiell und führen zu einer Bindung von 

Wachstumsfaktoren. Die trotz fehlender Aufnahme des dPG-PTX-ICC-Konjugates nachgewie-

sene Wirkung des dPG-PTX ließ auf eine Freisetzung des PTX von dPG und dPGS schließen. 

Während dPGS pharmakologische Voraussetzungen für die Weiterentwicklung als Drug-

Targeting-System erfüllte, stellte dPGS-PTX keine geeignete Verbindung zum Drug-Targeting 

dar. 

 

IV.II. Abstract 

Cytostatic drugs such as tubulin-binding drug paclitaxel (PTX) are used for chemotherapy. Their 

applicability is limited due to their low water-solubility and non-specific modes of action. It has 

been proposed that drug-targeting systems such as polymers may overcome these difficulties and 

may increase drug concentrations within the targeted tissues. A suitable synthetic polymer is 

dendritic polyglycerol sulfate (dPGS), as it can be functionalised with cytostatic drugs  

(e.g. PTX) and fluorochromes (indocarbocyanine dye [ICC]). dPGS has been proven to be non-

toxic in vitro and meets general requirements of drug-targeting systems. 

The present work examined whether dPGS represents a suitable drug-targeting system. 

Using a mouse xenograft model, human lung tumours were treated with dPGS and tumour tis-

sues were analysed immunohistochemically regarding proliferation and apoptosis. Based on a 

screening assay of 14 conjugates, dPGS-PTX was chosen as lead candidate. Its in vitro dose-

response curve was determined in different cell lines and its cellular uptake and clearance kinet-

ics were determined using dPGS-PTX-ICC. Additionally, cell cycle analysis and tubulin staining 

were performed. Non-sulfated dendritic polyglycerol (dPG) was used as control throughout the 

experiments. 

Treatment of lung tumours with dPGS (30 mg/kg body weight) reduced the median of relative 

tumour volumes whilst not inducing toxic side effects. Analysis of tissues revealed that prolifera-

tion was significantly reduced and median apoptosis was increased. Using Alcian blue staining, 

dPGS was visualized in the tissues surrounding the tumours. The dPGS-PTX-conjugate exhibit-

ed a reduced cytotoxicity compared to PTX in both tumour and non-malignant cells. Intracellular 

fluorescence of tumour cells treated with dPGS-PTX-ICC increased linearly over time, whilst 

cells incubated with dPG-PTX-ICC exhibited fluorescence values comparable to those of un-

treated cells. The unexpected cytotoxic effect of dPG-PTX was confirmed via histological stain-

ing. 
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Due to its ability to influence lung tumour volumes, its accumulation in tissues surrounding tu-

mours, and its lack of toxic side effects dPGS represents a promising drug-targeting candidate. It 

may be the presence of sulfate groups, which may be responsible for the observed in vivo tumour 

response. As possible mode of action, binding of growth factors is proposed, yet this warrants 

further investigation. Despite a minimal uptake of dPG-PTX-ICC in malignant cells, cytotoxicity 

was observed for dPG-PTX. This can be attributed to the release of PTX from  

dPG-PTX-conjugate. 

While dPGS meets requirements for further development as drug-targeting system, its covalent 

conjugate with PTX, dPGS-PTX does not represent an applicable conjugate. 
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1. Einleitung 

1.1. Definition und Entstehung maligner Tumoren 

1.1.1. Definition maligner Tumoren 

Maligne Tumoren sind Gewebe, die unabhängig von externen Wachstumssignalen proliferieren 

können und gegenüber wachstumshemmenden Einflüssen resistent sind [1]. Neben einer 

Apoptoseresistenz weisen sie die Fähigkeit zur Metastasierung und Angiogeneseinduktion  

auf [1, 2]. Weitere Kennzeichen sind eine genomische Instabilität, ein vom Normalgewebe ab-

weichender Metabolismus, tumorunterstützende Entzündungsreaktionen und die Möglichkeit, 

der Immunreaktion zu entgehen [2]. Die Differenzierung maligner von benignen Tumoren, wel-

che auch Eigenschaften maligner Tumoren aufweisen können [3], erfolgt durch das invasive 

Wachstum und die Metastasierung [3].  

Histologisch stellt ein maligner Tumor ein heterogenes Gewebe dar, welches aus unterschiedlich 

differenzierten Tumorzellpopulationen und nicht-malignen Zellen besteht [1]. Der Tumor wird in 

seinem Wachstum und der Progression durch immunkompetente Zellen und Entzündungsreakti-

onen, assoziierte Fibroblasten, Endothelzellen und Perizyten beeinflusst [1, 2, 4]. 

1.1.2. Grundlagen der Pathogenese maligner Tumoren 

Mutationen 

Die Beeinflussung von Zellwachstum und -eigenschaften erfolgt durch Mutationen der Desoxy-

ribonukleinsäure (DNA) oder infolge pathologischer Abweichungen der Proteinbiosynthese. 

Maligne Tumoren entstehen durch Transformation aus einer einzelnen Zelle [5] nach Einfluss 

von physikalischen (ionisierende Strahlung), chemischen (polyzyklische Kohlenwasserstoffe) 

oder biologischen (Humane Papillomaviren) Mutagenen [6]. 

Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene 

Proto-Onkogene, deren Genprodukte die Proliferation, den Zellzyklus und die Apoptose regulie-

ren, können zu Onkogenen verändert werden [7]. Beispiele für Onkogene sind Gene für Wachs-

tumsfaktoren und -rezeptoren bzw. Rezeptortyrosinkinasen, Transkriptionsfaktoren oder 

Apoptoseregulatoren [7, 8]. Die Aktivierung kann durch Mutation, Genamplifikation oder chro-

mosomales Rearrangement erfolgen [7]. 

Tumorsuppressorgene, wie das retinoblastoma-1-Gen (RB1-Gen) oder tumor-protein-53-Gen 

(TP53-Gen) regulieren das Fortschreiten des Zellzyklus bzw. die Apoptose. Ein Funktionsverlust 

durch Deletion oder Rearragement fördert die maligne Entartung [9]. 
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Tumorentstehung und -progression 

Die Entstehung von Tumoren ist ein mehrstufiger Prozess. In Abbildung 1 ist am Beispiel des 

kolorektalen Karzinoms dieser Prozess entsprechend dem Fearon-Vogelstein-Modell dargestellt 

(Darstellung des Modells nach [10], modifiziert nach [11]). Eine zunehmende Anzahl von Muta-

tionen führt zum Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen (adenomatous-polyposis-coli-Gen 

[APC-Gen]) oder zur Umwandlung von Proto-Onkogenen zu Onkogenen. Die Entwicklung des 

Karzinoms verläuft über benigne Vorstufen (Adenome), wobei die alleinige Mutation eines Gens 

i. d. R. nicht ausreichend ist, die maligne Entartung auszulösen. 

 
Abbildung 1 
Übersicht über die Adenom-Karzinom-Sequenz nach dem Fearon-Vogelstein-Modell [10]. Die 
Entstehung des Karzinoms ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem Tumorsuppressorgene und Proto-
Onkogene an der Progression beteiligt sind. Dabei entwickelt sich das Epithel über Zwischenstu-
fen (Adenome) zu einem Karzinom. 
APC: adenomatous-polyposis-coli-Gen.  K-RAS:  Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog. 
DCC: “deleted in colorectal carcinoma”. p53: Tumorprotein 53. 
(Darstellung des Modells nach [10]; modifiziert nach [11]) 

Zur Metastasierung sind die Invasion/Intravasation, der Transit im Blut-/Lymphsystem sowie die 

Adhärenz, Extravasation und Kolonisation von malignen Zellen mit Bildung eines neuen Mik-

romilieus notwendig [12]. Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die Metastasierungsfä-

higkeit bereits frühzeitig vorhanden sein könnte [13-15] und frühe Metastasen möglicherweise 

abweichend vom Primärtumor auf eine Therapie ansprechen [16]. 

Inwiefern das Wachstum des Malignoms von einer größeren Subpopulation (stochastisches Evo-

lutionsmodell nach Nowell [17]) oder von einer geringen Anzahl an Tumorstammzellen [18, 19] 

unterhalten wird, ist Gegenstand der Diskussion [20]. Trotz des Nachweises tumorstammzellähn-

licher Zellen in verschiedenen humanen Tumoren [21-24] wird das Modell der Tumorstammzel-

le hinsichtlich der Nomenklatur [25], des Modells selbst und dessen Bedeutung kontrovers dis-

kutiert [20, 25-27]. 

Die Progression eines malignen Tumors wird zusätzlich durch das tumorumgebende Mikromi-

lieu (TMM) beeinflusst. 
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Das tumorumgebende Mikromilieu und Inflammationsprozesse 

Maligne Zellen und das TMM stehen in komplexen Wechselwirkungen zueinander. Diese sind 

schematisiert in Abbildung 2 dargestellt (Darstellung des Modells nach [2], modifiziert). 

 
Abbildung 2 
Darstellung der gegenseitigen Beeinflussung von tumorumgebendem Mikromilieu (Immunzellen, 
Endothelzellen, tumorassoziierte Fibroblasten, extrazelluläre Matrix) und malignen Zellen. Die 
Wechselwirkungen erfolgen durch Wachstumsfaktoren und Zytokine und können zur Förderung 
der malignen Zellen führen [2]. 
EGF: epidermal growth factor. HGF: hepatocyte growth factor. CSF-1: colony-stimulating  
factor 1. IL-1β: interleukin 1β. TGF-β: transforming growth factor β. VEGF: vascular endothelial 
growth factor. PDGF: platelet-derived growth factor. FGF2: fibroblast growth factor 2. 
(Darstellung des Modells nach [2], modifiziert) 

Das TMM wird durch Immunzellen, tumorassoziierte fibroblastische Zellen (Fibroblasten, Myo-

fibroblasten), mesenchymale Stammzellen, Adipozyten, Endothelzellen und Perizyten  

gebildet [4]. Grundlage der Interaktionen zwischen Tumorzellen und TMM sind Wachstumsfak-

toren (u. a. vascular endothelial growth factor [VEGF], epidermal growth factor [EGF], trans-

forming growth factor β [TGF-β], hepatocyte growth factor [HGF]), Zytokine (u. a.  

interleukin 1β [IL-1β]) und Proteasen [2]. 

Die Immunzellen des TMM (u. a. Makrophagen, Mastzellen, neutrophile Granulozyten) stellen 

einen Teil des tumorumgebenden Entzündungsprozesses dar [2]. Diese Inflammationsprozesse 

können die Progression durch Erlangung maligner Merkmale fördern [2]. Durch Zytokine und 

Chemokine, die in Tumorzellen oder bereits vorhandenen Entzündungsprozessen produziert 

werden, können weitere Immunzellen rekrutiert werden [28]. Diese fördern durch Aktivierung 

von Transkriptionsfaktoren bspw. die Proliferation oder die epithelial-mesenchymale  

Transition [28]. Gleichzeitig wird durch Rückkopplung über Zytokine der Entzündungsprozess 
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unterhalten [28]. Die Bedeutung der einzelnen Zelltypen des TMM ist jedoch differenziert zu 

betrachten [4]. Makrophagen erzielen durch eine Chemokin- und Zytokinfreisetzung einen tu-

morhemmenden Effekt [29]. Sie können jedoch auch die Angiogenese fördern [30, 31] und zu 

der Invasion beitragen [32, 33]. 

Einer der Transkriptionsfaktoren, der sowohl an entzündlichen als auch malignen Prozessen ent-

scheidend beteiligt ist, ist der nuclear factor-ĸB (NF-ĸB), der in einer komplexen Signalkaskade 

wirkt [34]. Dieser Transkriptionsfaktor stellt nach Karin eine „[…] Verbindung zwischen Ent-

zündung und Krebs […]“ dar (übersetzt aus dem Englischen, nach M. Karin in [34]). Das Zyto-

kin tumor necrosis factor alpha (TNF-α) scheint dabei der entscheidende Aktivator des  

NF-ĸB-abhängigen, anti-apoptotischen Signalweges zu sein [35]. Gleichzeitig kann die  

NF-ĸB-Signalkaskade auch zur Metastasierung beitragen [36, 37]. Die Wirkung des NF-ĸB ist 

dennoch differenziert zu betrachten, da signalwegabhängig auch pro-apoptotische Signale durch 

NF-ĸB vermittelt werden können [38]. 

1.2. Behandlung von malignen Tumorerkrankungen 

1.2.1. Übersicht über die Therapieverfahren 

Bei der Behandlung von malignen Tumoren werden im Wesentlichen vier Therapieprinzipien 

angewandt: (I) die chirurgische Resektion, (II) die Strahlentherapie, (III) die pharmakologische 

Therapie sowie (IV) die supportive Therapie. Auf Letztere wird hier jedoch nicht eingegangen. 

In Abhängigkeit von der Typisierung, dem Staging, dem Grading, der Klassifizierung  

(TNM-Klassifikation) bzw. dem Stadium (UICC-Stadium) sowie dem klinischen Status des  

Patienten wird eine kurative oder palliative Therapie angewandt. 

Chirurgische Resektion 

Durch kurativ-chirurgische Therapien sollen Tumoren in allen räumlichen Ebenen sowie im 

Lymphabflussgebiet im Gesunden reseziert werden (R0-Resektion) [39]. Die Mitentfernung der 

Lymphknoten im Abflussgebiet besitzt sowohl diagnostischen als auch therapeutischen Nutzen. 

Strahlentherapie 

Der therapeutische Effekt einer Strahlentherapie beruht auf der ionisierenden Wirkung von 

Strahlung auf Zellen und der Bildung von Radikalen des Wassers [40]. Die zur Wirkungsinduk-

tion zu applizierende Dosis ist von der Strahlensensibilität und dem Oxygenierungszustand des 

Tumors sowie der Dosisverteilung abhängig [41]. Palliative Strahlentherapien sind z. B. bei Me-

tastasen im Skelett- und im Zentralnervensystem anwendbar [40]. 
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Pharmakologische Therapie 

Eine pharmakologische Therapie kann mit Zytostatika, durch Hormontherapeutika, mittels Im-

muntherapie oder als „Targeted Therapy“ durchgeführt werden [42]. 

Zytostatika wirken klassenabhängig auf unterschiedliche Weise proliferationshem-

mend/zytotoxisch. Beispiele für Zytostatika-Klassen sind Taxane, Alkylantien, Antimetabolite 

oder Anthrazykline [42]. Zytostatika wirken unspezifisch auf alle proliferierenden Zellen und 

weisen eine nur geringe therapeutische Breite auf [42]. 

Im Vergleich dazu werden mit monoklonalen Antikörpern (z. B. Bevacizumab  

[VEGF-Antikörper]) und Tyrosinkinase-Inhibitoren (z. B. Sorafenib [VEGF-Rezep- 

tor-Tyrosinkinase-Inhibitor]) definierte Signaltransduktionen beeinflusst (Targeted Therapy) 

[42]. Diese Pharmaka sind entsprechend dem Wirkmechanismus hochspezifisch. Monoklonale 

Antikörper sind durch ihre Funktion jedoch auch Teil eines immunologischen Wirkprinzips [42]. 

Zur Immuntherapie zählen außerdem Interleukine zur T-Zell-Aktivierung, Vakzinierungen oder 

die Anwendung von Immuneffektoren (T-Zellen, Antikörper) [43]. 

Hormonsensitive Tumoren, wie das Mammakarzinom, können durch die Anwendung von Hor-

monantagonisten sowie die Hemmung der Sexualhormonsynthese behandelt werden [42]. 

Targeted Therapies, Immun- und Hormontherapien werden nur bei definierten Indikationen ge-

nutzt. Gegenstand pharmakologischer Therapien vieler maligner Tumoren sind die Zytostatika. 

1.2.2. Zytostatika 

Aus der Vielzahl der Zytostatika sollen nur die vier relevanten Wirkstoffe dargestellt werden. 

Paclitaxel 

Das Taxan Paclitaxel (PTX) wurde aus der Rinde der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia)  

isoliert [44]. Neben der ursprünglichen Extraktion sind auch teil- bzw. vollsynthetische Herstel-

lungswege bekannt [45, 46]. 

Die zelluläre Aufnahme von PTX erfolgt durch unselektive Diffusion [47, 48] oder durch Trans-

portproteine, wie dem organic anion transporting polypeptide 1B3 (OATP1B3) [48-50]. Die 

Administration von PTX muss intravenös erfolgen. Ursächlich dafür ist die sehr geringe Biover-

fügbarkeit von PTX nach oraler Administration im Tierversuch [51], da möglicherweise ein 

transportervermittelter, zellauswärts gerichteter Transport bei intestinalen Zellen stattfindet [52]. 

Pharmakologisch wirken Taxane an den Mikrotubuli, welche aus α- und β-Tubulindimeren ge-

bildet werden. Mikrotubuli fördern die zelluläre Stabilisierung von Zellorganellen, sind Leit-

struktur für intrazellulären Transport und bilden die Mitosespindeln [53]. Für die physiologische 
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Funktion ist eine hohe Mikrotubulidynamik (Polymerisation und Depolymerisation) bedeutsam 

(Übersicht in [53]). PTX bindet vermutlich an verschiedenen Bereichen an β-Tubulin [54, 55]. 

Weitere Bindungsstellen für Taxoide sind auf α-Tubulin bekannt [56]. Durch diese Bindung an 

Tubulin erfolgt eine Stabilisierung der Mikrotubuli [57, 58], wodurch es zu einem Zellzyklusar-

rest in der G2/M-Phase und einer Verminderung der kritischen Tubulinkonzentration  

kommt [57, 58]. Bereits sehr niedrige Konzentrationen von PTX führen durch die effektive Un-

terdrückung der notwendigen Mikrotubulidynamik zur Beeinflussung der Mitose [59]. Mitose-

unabhängig, jedoch expressionsabhängig, kann PTX durch Induktion von p53 und p21 zu einem 

G1/G2-Arrest führen [60]. 

Klinisch wird PTX u. a. bei nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Ovarialkarzinomen und 

metastasierten Mammakarzinomen angewandt [61]. 

Chlorambucil 

Das oral administrierbare Alkylanz Chlorambucil (CAB) wirkt zellzyklusphasen- 

unabhängig [62]. CAB wird hepatisch zum aktiven Metaboliten Phenylessigsäure-Stickstofflost 

metabolisiert [63], das, verglichen mit CAB, eine höhere Aktivität aufweist [64]. Die alkylieren-

de Wirkung des CAB auf Phosphatgruppen der DNA/RNA, Purine und Pyrimidine sowie Ami-

nogruppen kann zu kovalenten Verbindungen der Reaktionspartner führen [62]. Die Zytotoxizi-

tät wird u. a. durch die kovalente Verbindung von DNA-Anteilen erklärt [62]. 

Die Anwendung von CAB erfolgt u. a. bei der Chronisch lymphatischen Leukämie [62, 65]. 

Resistenzmechanismen wie die DNA-Reparatur [66] und unerwünschte Arzneimittelwirkungen 

([UAW]; Myelosuppression, Hepatotoxizität, Lungenfibrose) schränken die Anwendung jedoch 

ein [62, 67, 68]. 

Methotrexat 

Methotrexat (MTX) wird in die Gruppe der Antifolate eingeordnet [69]. Die antiproliferative 

Wirkung des MTX beruht auf der Inhibition des Enzyms Dihydrofolatreduktase (DHFR) [69]. 

Durch Reduktion der Tetrahydrofolatkonzentration sind die Nukleotid-Synthese beeinträchtigt 

und das Zellwachstum gehemmt [69]. 

Die Anwendung von MTX erfolgt u. a. bei Non-Hodgkin-Lymphomen oder Akuten lymphati-

schen Leukämien [69]. Resistenzmechanismen (Veränderungen der DHFR) und UAW (Mukosi-

tis, akutes Nierenversagen, Myelosuppression) beschränken den Einsatz [69]. 
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Doxorubicin 

Das Anthrazyklin Doxorubicin (DXR) wurde aus dem Bakterium Streptomy-

ces peucetius var. caesius isoliert [70]. Die antiproliferative Wirkung beruht auf der Interkalie-

rung von DXR in die DNA und der Hemmung der Topoisomerase II (Top2) [71, 72]. DXR führt 

außerdem zur Produktion von freien Radikalen [73, 74]. 

Klinisch wird DXR bei einer Vielzahl maligner Tumoren angewendet (u. a. Ovarialkarzinom, 

nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom [NSCLC]) [71]. Bei höheren Dosierungen und in Abhän-

gigkeit der kumulativen Dosis von DXR ist die kardiotoxische Wirkung zu beachten [75, 76]. 

Andere UAW sind die Myelosuppression sowie die Mukositis [71]. 

Resistenzen gegen DXR entstehen durch einen zellauswärts gerichteten Transport oder die Her-

unterregulation der Top2 [71]. 

1.2.3. Pharmakologische Probleme von Zytostatika am Beispiel von Paclitaxel 

Trotz des vielfachen Einsatzes von Zytostatika wird die klinische Anwendung durch pharmako-

logisch-chemische Eigenschaften eingeschränkt. Am Beispiel von Paclitaxel soll dies dargestellt 

werden. 

Administration 

Bei PTX handelt es sich um einen niedermolekularen Wirkstoff (M = 853 Da) [77]. PTX weist 

aufgrund seiner Struktur eine nur geringe Wasserlöslichkeit (cmax = 0,006 mg/ml [78]) und eine 

sehr hohe Proteinbindung auf [79]. Pharmakologisch aktiv ist jedoch nur der ungebundene  

PTX-Anteil [80]. Durch die Proteinbindung können andere, ebenfalls proteingebundene Wirk-

stoffe, in ihrer Pharmakologie beeinflusst werden. Die durch die schlechte Wasserlöslichkeit 

bedingten Administrationsprobleme konnten auch durch Synthese wasserlöslicher  

PTX-Phosphate nicht verbessert werden, da diese eine nur mangelhafte In-vivo-Wirksamkeit 

aufwiesen [81]. PTX wird deshalb mithilfe des Lösungsvermittlers Cremo-

phor® EL/Kolliphor® EL appliziert [82]. Dieser stellt ein 1:1-Gemisch aus polyethoxyliertem 

Rizinusöl und Ethanol dar [77] und bindet PTX in Mizellen [80]. Die Anwendung dieses Lö-

sungsvermittlers führt jedoch zu einer großen Anzahl an UAW wie Hypersensitivitätsreaktionen 

(Dyspnoe, Hypotension, Erytheme) [82, 83], sodass Prämedikationen und Veränderungen der 

Administration bereits in frühen Studien erfolgen mussten [82, 84]. Ursächlich scheinen eine 

Histaminfreisetzung und die Komplementaktivierung durch Cremophor® EL zu sein [77, 85]. 

Auch eine periphere Neuropathie [86] sowie tonisch-klonische Anfälle [87] und Onycholyse [88] 
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werden mit dem Lösungsvermittler in Verbindung gebracht. Zusätzlich wird die klinische Routi-

ne durch die Inkompatibilität zu Polyvinylchlorid-Infusionssystemen erschwert [77]. 

Pharmakokinetik 

Die α-Halbwertszeit von PTX beträgt nur t1/2α ≈ 0,3 h [79]. Kurze α-Halbwertszeiten deuten auf 

eine schnelle initiale Verteilung des Wirkstoffes hin. PTX wird im Tierversuch unspezifisch in 

Leber, Lunge und Niere, jedoch kaum in das Gehirn oder die Hoden verteilt [51]. Im Steady-

state-Zustand weist PTX ein hohes Verteilungsvolumen von VVSS = 55–182 l/m² auf [79]. Ver-

gleichsweise hohe Verteilungsvolumina entsprechen, unter der Annahme gleicher administrierter 

Pharmakonmengen, niedrigen Plasmakonzentrationen. Dies kann auf eine Verteilung aus dem 

Blutkompartiment in periphere Kompartimente oder eine hohe Plasmaeiweißbindung hindeuten. 

Gleichzeitig liegt mit β-Halbwertszeiten von t1/2β = 1,3h–8,6 h (mittlere HWZ t1/2β ≈ 5 h), abhän-

gig vom Dosierungsschema, eine hohe Variabilität der Plasmaverweildauer vor [79]. 

Resistenz 

Maligne Zellen können bei der Anwendung von Zytostatika Resistenzen erlangen. Es sind per-

meability-glycoprotein-Transporter (P-gp) bekannt, die durch einen zellauswärts gerichteten 

Transport bei verschiedenen Zelllinien eine Resistenz gegenüber PTX erzeugen [89-91]. Unter-

suchungen zur Hemmung dieses Effluxes erfolgten durch Inhibition des Transporters [92-94], 

durch Veränderung der Administrationsschemata [95] oder durch chemische Modifikation des 

PTX [96]. Die P-gp-Expression ist ein prognostischer Faktor für das klinische Outcome von 

Ovarialkarzinompatientinnen, wodurch dessen Bedeutung bei der Therapie deutlich wird [97]. 

Ein weiterer Taxan-Transporter ist das multidrug resistance protein 2 [98]. 

Neben Transportern kann auch das β-Tubulin Grundlage für entstehende Resistenzen sein. Muta-

tionen der β-Tubulin-Sequenz können zur veränderten Interaktion zwischen PTX mit  

β-Tubulin führen [99, 100]. Veränderungen des α-Tubulins können ebenfalls zu einer Resistenz-

entwicklung beitragen [101]. 

Zelluläre Aufnahme und Wirkmechanismus 

Wie zuvor dargestellt, wird PTX durch OATPs [49, 50] und als niedermolekularer, apolarer 

Wirkstoff durch unselektive, passive Diffusion in die Zellen aufgenommen [47, 48]. Eine selek-

tive Aufnahme in Tumorzellen ist diffusionsbedingt nicht möglich. 

Durch die unselektive Aufnahme und den, im Vergleich zu einer Targeted Therapy, unspezifi-

schen Wirkmechanismus weist PTX keine tumorzellspezifische Wirkung auf. Dies führt zu z. T. 
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dosislimitierenden UAW wie Neutropenie, Mukositis, Neurotoxizität, Myalgien und Arthralgien, 

Alopezie oder Arrhythmien (Übersicht in [79]). 

 

Zur Verbesserung der Administrationsschwierigkeiten, der unspezifischen Verteilung und der 

fehlenden Selektivität von Zytostatika wurden „Drug-Targeting-Mechanismen“ entwickelt. 

1.3. Drug-Targeting 

1.3.1. Begriffsbestimmungen 

Unter dem Begriff „Drug-Targeting“ (Synonym: „Targeted-Drug-Delivery“ [102]) wird nach 

Torchilin die Fähigkeit einer Substanz verstanden, sich unabhängig vom Administrationsweg 

selektiv im Zielgewebe/-organ anzureichern [103]. Ziel des Drug-Targeting ist die Erhöhung der 

Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe bei gleichzeitiger Akkumulationsvermeidung in unspezi-

fischem Gewebe [103]. Durch Drug-Targeting sollen die Administration von Wirkstoffen verein-

facht, die notwendige Wirkstoffmenge verringert, die Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe 

erhöht und die therapeutische Sicherheit verbessert werden [103]. 

Die Unterscheidung zwischen „aktivem Drug-Targeting“ (z. B. spezifische Ligand-Rezeptor-

Interaktion) und „passivem Drug-Targeting“ (Akkumulation durch veränderte Blutgefäßeigen-

schaften) wird inhaltlich kritisch betrachtet [102] und in dieser Arbeit nicht genutzt. Anzumerken 

ist, dass Drug-Targeting nicht mit einer Targeted Therapy gleichzusetzen ist [102]. 

1.3.2. Mechanismen und Beispiele für Drug-Targeting 

Mechanismen und Beeinflussung des Drug-Targeting 

Drug-Targeting kann durch verschiedene Methoden erreicht werden [103]. Neben der direkten 

Applikation des Wirkstoffes in das Zielkompartiment kann Drug-Targeting auch durch die Ak-

kumulation von Wirkstoffen infolge veränderter endothelialer Verhältnisse (maligne Tumoren), 

durch Nutzung physikalisch-chemischer Eigenschaften der Zielgewebe (pH-Wert, Temperatur), 

durch physikalische Eigenschaften des Trägers (magnetische Trägermoleküle) oder durch geziel-

te Interaktion zwischen dem Drug-Targeting-System und dem Zielgewebe (monoklonale Anti-

körper) ermöglicht werden [103]. 

Durch die rationale Synthese bzw. die Veränderung chemischer Eigenschaften der Drug-

Targeting-Systeme ist eine gezielte Beeinflussung des Drug-Targeting möglich. Abbildung 3 

stellt beispielhaft einige Variationen von Drug-Targeting-Systemen und deren Effekte dar (modi-

fizierte Darstellung der Graphik nach [104]). 
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Abbildung 3  
Überblick über Ansätze zur Beeinflussung des Drug-Targeting. 
EPR: enhanced permeabil ity and retention effect. MPS: mononukleäres Phagozyten-System. 
(modifizierte Darstellung der Graphik nach [104]) 

Durch Veränderung chemischer Parameter wie Ladung, Molekulargewicht oder Zirkulationsdau-

er kann auf das Drug-Targeting Einfluss genommen werden. Beispielsweise ist ein intrazellulä-

rer Endosomenescape von der Ladung abhängig [104, 105]. Geänderte Molekülgrößen und Mo-

lekulargewichte beeinflussen den enhanced permeability and retention effect  

(EPR-Effekt), wodurch dieser ausgenutzt werden kann [104, 106]. Auf diesen Effekt wird im 

folgenden Abschnitt eingegangen. Werden Träger so konzipiert, dass die Aufnahme des Systems 

durch das mononukleäre Phagozyten-System verhindert wird ( = Elimination), oder werden ge-

zielt tumorspezifische Liganden genutzt, kann das Drug-Targeting verbessert werden [104]. 

Auch die Nutzung spezifischer Tumormerkmale wie der erniedrigte pH-Wert kann durch pH-

sensitive Träger bzw. Bindungen erreicht werden [104]. 

Diese Übersicht verdeutlicht, dass die erfolgreiche Anwendung eines Drug-Targeting-Systems 

von einer großen Parameteranzahl abhängig ist. Es ist aus diesem Grund sinnvoll, hoch variable 

Trägersysteme zu entwickeln. 

Beispiele für Drug-Targeting-Mechanismen mit einem Schwerpunkt auf polymeren Konjugaten 

Drug-Targeting-Systeme können auf der Anwendung von Makromolekülen (Plasmaproteine, 

Antikörper, synthetische Polymere), Liposomen, Mizellen oder auf einer Kombination der ge-

nannten Elemente beruhen. 

Das erste Konzept zu pharmakologisch aktiven Polymeren geht auf H. Ringsdorf zurück [107]. 

Danach verbindet das Polymergerüst verschiedene Domänen mit unterschiedlichen Aufgaben: 

(1) Anteile zur Löslichkeitserhöhung, (2) den Wirkstoff sowie (3) spezifische Transport- 

anteile [107]. Während der Lösungsvermittler je nach Anwendungsgebiet für Wasser oder Fette 
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generiert wird, ist auch die Transportdomäne spezifisch veränderbar (Molekulargewicht, End-

gruppen � Resorptionserhöhung; Rezeptor-vermittelte Reaktion � Fixierung im Ziel- 

gewebe) [107]. Die Synthese der Polymer-Wirkstoff-Bindung darf den Wirkstoff nicht durch 

Konformationsänderungen in seiner Wirkung beeinflussen [107]. Es können auch sogenannte 

„Spacer“ eingebracht werden, die zur Distanzerhöhung zwischen Polymer und Wirkstoff beitra-

gen und gleichzeitig zur Freisetzung genutzt werden können [107]. Für eine Wirkstoff-Polymer-

Konjugation stehen verschiedene Mechanismen zur Verfügung: (1) die Reaktion des Lin-

kers/Wirkstoffes mit bereits im Polymer vorhandenen funktionellen Gruppen, (2) die Synthese 

von Copolymeren mit Monomereinheiten, welche reaktive Seitenketten zur späteren Konjugati-

on enthalten, oder (3) die Synthese von Polymeren aus Monomereinheiten, die den Lin-

ker/Wirkstoff als anhängige Ketten enthalten [108]. Als Verbindung zwischen Polymer und 

Wirkstoff (Linker) sind beispielsweise säurelabile, pH-abhängige Linker oder Peptidverbindun-

gen nutzbar (für lysosomotrope Systeme) [108]. Der Wirkstoff kann jedoch auch direkt gebun-

den werden [107]. Häufige Bindungsarten in polymeren Konjugaten sind Ester, Amide, Carbo-

nate oder Imine [108]. Abhängig vom genutzten Linker resultieren unterschiedliche Freiset-

zungsgeschwindigkeiten [108]. 

Das genutzte Polymergerüst kann linear, sternförmig oder dendritisch (griech. δένδρον –  

„déndron“ : Baum [109]; i. d. S. baumartig) aufgebaut sein [110]. 

Pharmakologischer Hintergrund zur Anwendung von makromolekularen Polymeren ist häufig 

der EPR-Effekt [106]. Maligne Tumoren sind durch eine Hypervaskularisierung gekennzeichnet, 

in deren Blutgefäßen glatte Muskelzellschichten fehlen und die Angiotensin-II-vermittelte Vaso-

konstriktion mangelhaft ist [111]. Zusätzlich sind bei malignen Tumoren Fenestrierungen der 

Blutgefäße vorhanden [111]. Im Vergleich zum Normalgewebe besitzen Tumorgewebe außer-

dem ein nur mangelhaft entwickeltes lymphatisches System, wodurch die Elimination von Mak-

romolekülen verlangsamt wird [106, 111]. Diese Eigenschaften führen zu der Anreicherung und 

Retention von Makromolekülen in Tumorgeweben [106, 111]. Zum Erreichen des EPR-Effektes 

wird ein Mindestmolekulargewicht von M = 20 kDa [110] bis M = 40 kDa [111] als Vorauset-

zung angesehen. 

Aus der Vielfalt untersuchter Drug-Targeting-Polymere (vgl. dazu Übersichten [110, 112]) wird 

im Folgenden nur auf einige Beispiele eingegangen. 

Als makromolekulares Trägersystem werden u. a. Serumproteine genutzt. Ein Beispiel stellt das 

Albumin-PTX (Abi-007; Abraxane®) dar, welches nicht auf Cremophor® EL als Lösungsver-

mittler angewiesen ist und klinisch bei verschiedenen malignen Tumoren erfolgreich evaluiert 
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wurde [113-116]. Durch die Bindung von PTX an Albumin verbessert sich im Tiermodell die 

intratumorale Anreicherung und Wirksamkeit im Vergleich zu der PTX-Cremophor-

Kombination [117]. Albumin-PTX benötigt keine Prämedikation [115]. Gleichzeitig wird der 

therapeutische Index verbessert [116]. 

Ein Polymer, das auf der Kopplung von PTX und Poly-L-Glutaminsäure beruht (CT-2103, Pacli-

taxel poliglumex) [118], stellt ein Beispiel für Poly-Aminosäuren als Trägersysteme dar. Die 

Toxizitätsprofile verbesserten sich bei Anwendung von Paclitaxel poliglumex im Vergleich zur 

Standardbehandlung [119]. In einer Therapiestudie des NSCLC wurde jedoch kein signifikanter 

Überlebensvorteil der Paclitaxel-poliglumex-Gruppe nachgewiesen [119]. 

Auch das polyanionische Heparin wurde als Konjugatbasis beschrieben [120, 121]. Wang et al. 

stellten ein PTX-Trägersystem vor, das auf Heparin-PTX-Nanopartikeln beruht [122]. Andere 

Drug-Targeting-Konjugate mit Polysacchariden basieren auf Dextran oder Poly- 

glucosamin [108]. 

Vielfach wurden auch lineare Polymere auf Basis von Polyethylenglycol (PEG) oder Copolyme-

re aus N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA) untersucht [112]. Beide letztgenannten Po-

lymere sind jedoch nicht immer biologisch abbaubar [108], während Poly-Aminosäuren oder 

Polysaccharide potentiell abbaubar sind [108]. 

Zur Verbesserung der Stabilität oder Verteilung von Wirkstoffen können weiterhin liposomale 

und mizellare Formulierungen genutzt werden [103, 123]. Ein Beispiel für diese Gruppe ist das 

bereits klinisch untersuchte, liposomal formulierte Cisplatin, das ein verbessertes Toxizitätsprofil 

aufwies [124]. Vielfach werden Kombinationen verschiedener Systeme genutzt. Liposomen 

können bspw. mit Drug-Targeting-Komponenten kombiniert werden [125]. Das bereits erwähnte 

DXR wird in einer Formulierung mit PEGylierten Liposomen (Caelyx®) u. a. bei Mamma-

karzinomen angewandt und reduziert die Kardiotoxizität des Zytostatikums [126, 127]. Unter 

PEGylierung versteht man die Addition des Polymers PEG. Dadurch kann eine Reduktion der 

Plasmaproteinbindung erreicht und die Opsonierung und Elimination über das retikuloendotheli-

ale System reduziert werden [123]. Durch PEGylierung kann damit eine Verlängerung des Zir-

kulationszeitraumes von Liposomen erreicht werden [128]. Für die PEGylierung sprechen die 

chemischen Eigenschaften des PEG, wie eine hohe Wasserlöslichkeit, und die geringe  

Toxizität [123]. 

Auch Antikörperkonjugate wurden als Ansatz für Drug-Targeting untersucht. Ein Beispiel für 

deren erfolgreiche In-vitro-Anwendung stellen mit EGF-Rezeptor-Antikörpern funktionalisierte 
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Liposomen dar, die einen insulin-like-growth-factor-1-Rezeptor-Kinase-Inhibitor ein- 

schließen [125].  

1.3.3. Anforderungen und Einschränkungen bei Drug-Targeting-Systemen 

Anforderung an Drug-Targeting-Systeme 

Für die erfolgreiche Anwendung von Drug-Targeting-Systemen sind verschiedene Vorausset-

zungen zu erfüllen. 

Drug-Targeting-Systeme sollten keine Immunogenität aufweisen, nicht hämolytisch oder  

gerinnungsaktivierend wirken und biokompatibel sein [129]. Es ist eine neutrale oder negative 

Ladung notwendig, um eine Bindung an die luminale Oberfläche von Blutgefäßen zu vermeiden 

(Heparansulfat) [129]. Auch die Löslichkeitserhöhung von Wirkstoffen gehört zu den Anforde-

rungen an ein Drug-Targeting-System [111]. 

Bei der erwünschten Steigerung der Plasmahalbwertszeit, die u. a. vom Molekulargewicht ab-

hängig ist, muss eine Freisetzung des aktiven Wirkstoffes vom Träger im Plasma vor Erreichen 

des Zielgewebes berücksichtigt werden [129]. Die in polymeren Drug-Targeting-Systemen vor-

handenen Bindungen zwischen Träger und Wirkstoff sind für diesen Freisetzungsgrad und die  

-geschwindigkeit von hoher Bedeutung [108]. Das System muss zusätzlich in vivo abbaubar sein 

oder renal bzw. hepatisch/biliär eliminiert werden können [111]. 

Eine große Zahl an untersuchten Drug-Targeting-Systemen ist hochmolekular. In der Entwick-

lung sind die benötigten, minimal effektiven Dosen zu beachten, da sonst möglicherweise große 

Konjugatmengen verabreicht werden müssen, um diese zu erreichen [129]. 

Einschränkungen von Drug-Targeting-Mechanismen 

Verschiedene Mechanismen führen zu einer Wirkungsverminderung hochmolekularer Pharmaka 

in Tumoren. Diese Mechanismen beziehen sich auf den pathohistologischen Aufbau und die sich 

ableitenden pathophysiologischen Folgen. Durch diese werden die Verteilung, die Freisetzung 

und die Retention der Pharmaka beeinflusst. 

Während des Tumorwachstums liegen innerhalb der Tumoren unterschiedlich hohe Perfusionsra-

ten und funktionelle Vaskularisationsinhomogenitäten vor [130]. Dies führt zu einer ungleich-

mäßigen Verteilung von Wirkstoffen. In einem Mammakarzinom-Modell wurden außerhalb der 

avaskulären Regionen, die in jedem größeren Tumor vorhanden sind, vergleichsweise geringe 

mittlere interkapilläre Abstände (d ≈ 50 µm) gefunden, die denen im Normalgewebe  

gleichen [131]. Im Vergleich dazu wurden in bioptischen Messungen aus Zervixkarzinomen 

deutlich höhere Abstände (d ≈ 300 µm) gemessen [132]. Die Vaskularisationsinhomogenitäten 
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und der interkapilläre Abstand sind wichtige Parameter für die Verteilung von Wirkstoffen (Dif-

fusionsweg). 

Maligne Tumoren weisen einen erhöhten interstitiellen Druck auf [133-135], der am Übergang 

zum Normalgewebe auf Normalniveau abfällt [136]. Die Folge dessen ist eine verminderte intra-

tumorale Freisetzung von Molekülen. Gleichzeitig kommt es durch einen tumorauswärts gerich-

teten Flüssigkeitsstrom sowie den Blutabstrom zu einer Reduktion von bereits extravasal vorlie-

genden Molekülen [136]. Beide Mechanismen können zu einer Konzentrationsverminderung des 

Wirkstoffes führen. 

Nach der Extravasation ist auch die Penetration des Wirkstoffes von Bedeutung. Dabei kann das 

Drug-Targeting-System durch Interaktionen mit der extrazellulären Matrix des Tumors beein-

flusst werden [102]. Es können jedoch auch Wirkstoffe wie Zytostatika zur Veränderung der 

Penetration beitragen [137]. Am Beispiel von PTX wurde gezeigt, dass die Penetration und Ak-

kumulation des direkt applizierten Wirkstoffes von der Dichte der Tumorzellen und der Wirkef-

fizienz abhängig ist [137]. Mit steigender Apoptose erhöhte sich die Penetration von PTX durch 

Reduktion der Epithelzelldichte und Störung der Gewebearchitektur [137]. Gleichzeitig wurde 

jedoch die Akkumulation vermindert [137]. Die Integrität des Tumorgewebes stellt damit einen 

Faktor der Penetration dar. 

Die intratumorale Verteilung wird auch durch die chemischen Eigenschaften des Drug-

Targeting-Systems beeinflusst. Anhand von Block-Copolymer-Mizellen wurde gezeigt, dass 

sowohl die Addition von Targeting-Komponenten als auch unterschiedliche Partikelgrößen Ein-

fluss auf die intratumorale Penetration haben [138, 139]. Bereits eine geringe Veränderung der 

Größe untersuchter Nanopartikel kann – infolge einer beeinflussten Pharmakokinetik – zu einer 

veränderten Aufnahme in Tumoren führen [140]. 

Letzte Barriere in einem Drug-Targeting-Prozess ist die zelluläre Aufnahme. Akkumulierte 

Wirkstoffe müssen, sofern sie eine intrazelluläre Wirkung erzielen sollen, die Fähigkeit aufwei-

sen, in die Zielzellen aufgenommen werden zu können. Die alleinige Retention eines Drug-

Targeting-Systems ist nicht mit einer verbesserten Wirkung gleichzusetzten [141]. 

 

Pharmakokinetische Einschränkungen, die ein effektives Drug-Targeting im Organismus und im 

Tumor verhindern, führen zu der Notwendigkeit, chemisch flexible Systeme zu entwickeln, um 

auf die Einschränkungen mit Modifikationen des Drug-Targeting-Systems reagieren zu können. 

Gleichzeitig sollte das System einen potentiellen Drug-Targeting-Mechanismus für maligne Tu-

moren aufweisen und idealerweise unabhängig von der Gewinnung aus Organismen sein. 
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Aus diesen Gründen soll dendritisches Polyglycerolsulfat (dPGS) untersucht werden, welches 

die skizzierten Anforderungen an Drug-Targeting-Systeme erfüllt und im chemischen Aufbau 

sowie in der Funktionalisierung variiert werden kann. 

1.4. Dendritisches Polyglycerolsulfat 

Das makromolekulare, dendritische Polyglycerolsulfat [142], das ein sulfatiertes Derivat des 

dendritischen Polyglycerols (dPG) darstellt, wurde ursprünglich als Alternative zu Heparin 

entwickelt [143]. Neben den dPG- und dPGS-Molekülen sind auch Derivate mit anderen 

funktionellen Gruppen (Carboxylat-, Phosphat-, Amino-, Phosphonat-, Sulfonatgruppen) 

untersucht worden [143-145]. 

1.4.1. Einordnung und chemische Struktur von dPGS 

dPGS ist Bestandteil einer Gruppe von synthetischen Polyglycerolen, die hinsichtlich der 

Anwendung als Therapeutika oder als Trägersysteme untersucht worden sind (vgl. Übersichten 

in [146, 147]). Polyglycerole können als Dendrone, Dendrimere, hochverzweigte Moleküle und 

Mikrogele synthetisiert werden [146]. Abbildung 4 stellt repräsentativ einige Strukturformeln 

jeder Untergruppe dar, die hinsichtlich der Größe, des Molekulargewichts und der Komplexität 

der Moleküle variieren (Abbildung aus [146]). 

 
Abbildung 4 
Übersicht über dendritische Polyglycerole vom Dendron bis zum Microgel. Die Gruppen unter-
scheiden sich hinsichtl ich der Größe und im Aufbau. 
(Abbildung aus [146]) 
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Das polysulfatierte dPGS stellt ein dreidimensionales, nichtlineares, dendritisch verzweigtes 

Polymer dar [143, 148] und wird in die Gruppe der hochverzweigten („hyperbranched“) Poly-

glycerole eingeordnet [146]. Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung des dPGS (modi-

fizierte Abbildung aus [148], Beschriftung in Anlehnung an [149]). 

 
Abbildung 5 
Schematisierte Darstellung eines dendritischen Polyglycerolsulfates (dPGS). Sichtbar ist der hohe 
Grad an anionischen Sulfatgruppen (R-OSO3

-). Kennzeichnung des (1) Kernes, (2) der terminalen, 
(3) linearen sowie der (4) dendrit ischen Einheiten. Die Darstellung enthält nur einen Ausschnitt 
der dreidimensionalen Struktur des Polymers. 
(modifizierte Abbildung aus [148], Beschriftung in Anlehnung an [149]). 

Ausgehend vom Kern des Moleküls erfolgt die dendritische Verzweigung. Die terminalen Ein-

heiten enthalten bei dPGS Sulfatgruppen (R-OSO3
-) und neutrale Hydroxygruppen  

(R-OH) [143]. Sowohl das Molekulargewicht als auch die Menge der Sulfatgruppen können bei 

dPGS durch gezielte Synthese variiert werden [143, 150]. Weinhart et al. untersuchten dPGS-

Derivate mit einem Gesamtmolekulargewicht von Mges ≈ 4–1800 kDa (≈ 20–9800 Sulfatgrup-

pen) [150]. Durch Synthesevariationen ist auch die Herstellung von Polyglycerolen mit unter-

schiedlichen Verzweigungsgraden möglich [151]. 

In der vorliegenden Arbeit wurden im Grundaufbau identische dPGS-Derivate (dPGS, dPGSazid 

und dPGSamin) genutzt. Im Gegensatz zu dPGS besitzt dPGSamin auch eine geringe Anzahl an 

Aminogruppen bzw. dPGSazid Azidgruppen (i. d. R. 10–15 % aller Gruppen). 
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1.4.2. Synthese von dPGS 

Die Herstellung von dPGS bzw. dPGS-Derivaten verläuft in Teilprozessen: der Synthese von 

dPG, der Sulfatierung von dPG zu dPGS und der optionalen Konjugation. 

Zur Herstellung von dPG wird Glycidol und 1,1,1Tris(hydroxymethyl)propan als Initiator der 

Polymerisierungsreaktion benötigt [149]. Es werden auch andere Initiatoren verwendet [152]. 

Die Zugabe von Glycidol (Monomer) erfolgt langsam über mehrere Stunden, wodurch eine 

kontrollierte Polymerisation zu dPG stattfindet [149]. Das entstehende Polymerisierungsprodukt 

(dPG) ist ein transparenter, hochvisköser Feststoff [149]. 

Durch Zugabe von SO3/Pyridin-Komplex in Dimethylformiat über t = 4 h bei T = 60 °C sowie 

weiteren Zwischenschritten kann dPG zu dPGS sulfatiert werden [143]. Es handelt sich um einen 

weiß-gelblichen Feststoff [143]. 

Fluorochrome, wie Indocarbocyanin (ICC), Indocyaningrün und Nahinfrarot-

Fluoreszenzfarbstoffe, können mit dPGS konjugiert werden [144, 152-155]. Das Fluorochrom 

ICC weist ein Anregungsmaximum bei λEx = 515/550 nm und ein Emissionsmaximum bei 

λEm = 570 nm auf [156]. Mit ICC können zytologische, histologische und 

durchflusszytometrische Untersuchungen zur Verteilung und Aufnahme von dPGS-Derivaten 

durchgeführt werden [144, 152, 155]. Zusätzlich sind Konjugate aus Wirkstoffen (PTX) mit 

dPGS beschrieben worden [155]1. Zur Veranschaulichung der Konjugate ist in Abbildung 6 eine  

dPGSamin-PTX-ICC-Verbindung dargestellt (Abbildung der mivenion® GmbH, Berlin; 

modifiziert). 

                                                 

 
1 Die genannte Veröffentlichung enthält Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. 
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Abbildung 6 
Schematisierte Darstellung von dendritischem Polyglycerolsulfat (dPGSamin), konjugiert mit dem 
Zytostatikum Paclitaxel (PTX) und dem Fluorochrom Indocarbocyanin (ICC) zu einem  
dPGSamin-PTX-(6)-Konjugat. 
Die Darstellung enthält nur einen Ausschnitt der dreidimensionalen Struktur des dPGSamin. 
(Abbildung der mivenion® GmbH, Berl in; modifiziert) 

Zentrum des dPGSamin-PTX-(6)-Konjugates ist dPGSamin, bei dem freie Aminogruppen An-

satzpunkte für Konjugationen sind. Zur Synthese dieses dPGSamin-PTX-(6)-ICC wird  

PTX-Succinat-N-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester) und dPGSamin benötigt [155]. Durch 

Reaktion des NHS-Esters mit der freien Aminogruppe des dPGS entsteht eine Amidbindung. 

PTX ist durch eine Esterbindung an das Succinat gebunden [155]. Diese dPGS-PTX-Bindung ist 

in Abbildung 6 als Linker 1 gezeigt. Das Fluorochrom ICC ist ebenfalls mit einer Amidbindung 

an dPGS gebunden (Abbildung 6, Linker 2) [155]. Zwischen dem PTX und dem ICC besteht 

keine Verbindung. 

Andere Wirkstoff-Konjugat-Verbindungen der untersuchten dPGS-Zytostatika-Konjugate 

erfolgten bspw. mit Iminothiolanen, Triazolen oder Propargylamiden. 

Als polydisperses Polymer ist dPGS nicht durch ein einheitliches Molekulargewicht definiert. 

Für Polyglycerole wurden jedoch niedrige Polydispersitätsindizes gemessen [149, 155]. 

1.4.3. Toxizität, Wirkung und Struktur-Wirkungs-Beziehungen von dPGS 

Toxizität 

Sowohl dPGS als auch dPG erwiesen sich in vitro als gut biokompatibel [144, 155], wodurch die 

Anwendung von dPGS-Konjugaten in Tierversuchen ermöglicht wurde [148, 152, 154]. 
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Antikoagulation und Hemmung der Komplementkaskade 

Trotz des ursprünglichen Ansatzes, dPGS als synthetisches Heparinanalogon zur 

Gerinnungshemmung zu nutzen, wies dPGS im Vergleich zu unfraktioniertem Heparin eine 

verminderte gerinnungshemmende Wirksamkeit auf [143]. Verglichen mit unfraktioniertem 

Heparin inhibiert dPGS jedoch verstärkt sowohl die klassische als auch die alternative 

Komplementaktivierung [143]. Dernedde et al. zeigten, dass dPGS die Bildung des 

Komplementfaktors C5a in vivo hemmen kann, was möglicherweise auf eine Bindung von C5 

zurückzuführen ist. Dadurch könnte die Proteolyse zum C5a unterbunden werden [148]. 

Bindung an Selektine 

Das Polymer dPGS bindet an L- und P-Selektine (IC50 = 30 bzw. 90 nmol/l) und kann eine 

Leukozytenextravasation in Entzündungsgewebe in vivo vermindern [148]. dPGS stellt damit 

einen hochpotenten Entzündungsinhibitor dar [148]. Die Effizienz der L-Selektin-Inhibierung ist 

von der Größe des Kernes und dem Sulfatierungsgrad abhängig [150]. dPG zeigt, infolge 

fehlender Sulfatgruppen, keinen vergleichbaren inhibitorischen Effekt auf L-Selektin wie  

dPGS-Derivate [145]. Auch der Verzweigungsgrad von Polyglycerolsulfaten besitzt Einfluss auf 

das L-Selektin-Bindungsverhalten [151]. 

Bindung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Transkriptionsfaktoren 

dPGS weist vielfältige Bindungen an Zytokine, Wachstumsfaktoren und Transkriptionsfaktoren 

auf. Die Bindung von transforming growth factor β (TGF-β; Kd = 4 pmol/l), hepatocyte growth 

factor (HGF; Kd = 6 pmol/l) und VEGF (Kd = 100 nmol/l) erfolgt hochaffin [157]. Gebunden 

wird auch der Transkriptionsfaktor NF-ĸB [157, 158]. Die Konjugationen von dPGS mit PTX zu 

dPGSamin-PTX-(6) oder von dPGS mit ICC zu dPGS-ICC-Konjugaten führen zu keiner 

deutlichen Verminderung der L-Selektin-Inhibierung [152, 157], woraus der Erhalt der 

grundsätzlichen Bindungsfähigkeit geschlossen werden könnte. Keine Bindung erfolgt an 

granulocyte macrophage colony-stimulating factor oder EGF [157]. 

1.4.4. Administration, Verteilung und zelluläre Aufnahme 

Als Administrationswege für dPGS-Derivate in vivo können sowohl subkutane als auch 

intravenöse Injektionen genutzt werden [152-154, 159]. Im Vergleich zu anderen  

dPG-Derivaten (dPG mit 100 % Aminogruppen) weist dPGS nur eine geringe Interaktion mit 

bovinem Serumalbumin auf [144]. Die Interaktion zwischen Polymer und Albumin kann ein 

wichtiger Faktor für die erfolgreiche und verträgliche Anwendung in vivo sein [144]. Über 

andere pharmakokinetische Parameter des dPGS in vivo (Verteilungsvolumen, 
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Eliminationshalbwertszeiten) ist bislang wenig bekannt. Eine Anreicherung von Fluorochrom-

markiertem dPGS ist für Entzündungsgewebe bekannt [152, 154]. Die Aufnahme von dPGS-ICC 

erfolgt in die Kupffer-Zellen, in sinusoidale Endothelzellen der Leber und Milz sowie in 

Makrophagen der Marginalzone (Milz) [153]. Diese Aufnahme von dPGS-ICC in die  

Kupffer-Zellen wurde zusätzlich durch dPG35S bestätigt, welches nicht durch Fluorochrom-

Markierungen in seiner Struktur verändert wurde [160]. Analysen zeigen nach intravenöser 

Applikation von dPGS-ICC-Konjugaten außerdem Fluoreszenz in der Niere [153, 159]. Im 

Vergleich dazu weist das unsulfatierte dPG-ICC eine differente Verteilung auf [153]. 

In vitro wurde gezeigt, dass dPGS-Fluorochrom-Konjugate in Tumorzellen [144, 152, 153] und 

nicht-maligne Endothelzellen [153] aufgenommen werden. Der transmembranäre Transport von 

dPGS erfolgt durch die OATP1B1 bzw. OATP1B3-Transporter in das zytosolische Komparti-

ment [161]. Beide repräsentieren hepatozytäre Transporter, die eine Vielzahl an Substraten 

transportieren können (zusammengefasst in [162]). Gleichfalls können sie jedoch auch subgrup-

penabhängig bei verschiedenen Tumoren durch messenger-Ribonukleinsäure- oder Proteinex-

pression nachgewiesen werden [50, 163-166]. Die Aufnahme bei Makrophagen erfolgt vermut-

lich per Endozytose, sodass dPGS-Konjugate dann im endosomalen Kompartiment  

vorliegen [161]. Im Vergleich zu dPGS-Konjugaten werden dPG-Fluorochrom-Konjugate nur 

marginal in Lungentumorzellen aufgenommen [144], wodurch die Bedeutung der Sulfatgruppen 

für die biologische Wirkung des dPGS hervorgehoben wird [144]. 

1.4.5. Begründung zur Untersuchung von dPGS als Drug-Targeting-System 

dPGS weist eine Anzahl an Eigenschaften auf, die eine erfolgreiche Anwendung als Drug-

Targeting-System ermöglichen könnten: 

� dPGS kann hinsichtlich chemischer Eigenschaften wie dem Molekulargewicht und der 

Sulfatierung verändert werden [143, 150]. 

� dPGS ist ein synthetisch herstellbares Polymer [143] und von der Gewinnung aus Orga-

nismen unabhängig. 

� dPGS kann mit Wirkstoffen oder Farbstoffen konjugiert werden [144, 152-155]. 

� dPGS ist auch nach Konjugation mit Zytostatika (PTX) gut wasserlöslich [155]. 

� dPGS erwies sich in vitro als gut verträglich [144, 155] und dPGS-Konjugate wurden 

bereits in vivo angewandt [152-154]. 

� dPGS weist keine gerinnungsaktivierende Wirkung und verglichen mit unfraktioniertem 

Heparin eine geringere antikoagulatorische Wirksamkeit auf [143]. 

� dPGS-Fluorochrom-Konjugate werden in Tumorzellen aufgenommen [144, 152, 153]. 
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� dPGS weist eine hohe anti-inflammatorische Wirkung auf [148] und reichert sich in 

Entzündungsgeweben an [152, 154]. Da maligne Tumoren und Inflammationsprozesse 

häufig eng miteinander verbunden sind [28], könnte ein Entzündungs-Targeting des 

dPGS auch bei malignen Tumoren genutzt werden [155]. 

1.5. Fragestellungen der vorliegenden Arbeit 

Bislang ist dPGS in vivo nicht hinsichtlich einer antiproliferativen Wirkung auf maligne Tumo-

ren untersucht worden. Weiterhin sind Daten zur Pharmakokinetik von dPGS bezüglich der Ak-

kumulation, Retention und Penetration bei malignen Tumoren im Tiermodell unbekannt. Auch 

In-vitro-Daten zu der zellulären Aufnahme, der Zytotoxizität und der Elimination kovalent ge-

koppelter dPGS-Zytostatika-Konjugate waren zu untersuchen. Bisher sind noch keine Optimie-

rungen des dPGS in Bezug auf die Drug-Targeting-Eigenschaften bei Tumoren durchgeführt 

worden. Die vorliegende Arbeit wurde damit in der frühen Phase des Drug-Targeting-Designs, 

direkt nach der ersten rationalen Synthese, durchgeführt. 

 

Ausgehend von den Einschränkungen der Zytostatika, den Anforderungen an Drug-Targeting-

Systeme, den dargestellten Begründungen zur Untersuchung von dPGS sowie den fehlenden 

Erkenntnissen zur Anwendbarkeit von dPGS als Drug-Targeting-System, soll in dieser Arbeit 

die Fragestellung untersucht werden: 

 

Ist dendritisches Polyglycerolsulfat potentiell geeignet, als Drug-Targeting-System für Zy-

tostatika angewandt zu werden? 

 

Zur Beantwortung dieser Frage sollen die folgenden Unterpunkte betrachtet werden: 

(I) Das Polymer dPGS soll an einem humanen Lungentumor in der Maus (Xeno-

graft) hinsichtlich der Wirksamkeit und Verträglichkeit in vivo untersucht wer-

den. Dazu sollen die Proliferation und Apoptose in den Tumoren quantifiziert 

werden. Es soll festgestellt werden, ob dPGS auf NF-ĸB, einen wichtigen Tran-

skriptionsfaktor der malignen Pathogenese, einen Einfluss ausübt. 

(II)  Die Verteilung von dPGS im Tumorgewebe soll evaluiert werden. Dafür muss 

eine histologische Darstellungsmethode für unmarkiertes dPGS gefunden wer-

den. 

(III)  Aus einer Auswahl an kovalent gekoppelten dPGS-Zytostatika-Konjugaten soll 

ein Konjugat evaluiert werden, dessen In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-
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Beziehung eine vergleichbare Wirksamkeit aufweist wie die freien Zytostatika 

PTX, CAB, MTX oder DXR. 

(IV)  Für das gefundene Konjugat sollen auf ausgewählten Zelllinien detaillierte  

In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen erstellt werden. 

(V) Mithilfe von Fluorochrom-Markierungen soll das gefundene Konjugat hinsicht-

lich der zellulären Aufnahme und der Elimination an Zellen in vitro untersucht 

werden. 

(VI)  Die Darstellung der Wirkmechanismen soll für das gefundene Konjugat im Ver-

gleich zu Kontrollkonjugaten exemplarisch erfolgen. 

 

Aus den Ergebnissen sollen Ableitungen für die mögliche Weiterentwicklung des dPGS-Drug-

Delivery-Systems gezogen werden können. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Übersicht über genutzte Materialien 

2.1.1. Geräte 

Tabelle 1 
Übersicht über genutzte Geräte und deren Hersteller. 

Beschreibung Bezeichnung Hersteller bzw. Firma 

Akkupipettierhilfe Accupipex Karl Hecht GmbH, Sondheim 

Durchflusszytometer FACS®Calibur™ 
BD Becton Dickinson® AG, Franklin 

Lakes, USA 

Feinanalysenwaage Feinanalysenwaage AW 22-4 Sartorius® AG, Göttingen 

Fluoreszenzmikroskop Leica® DMLB und DMR mit HBO 50 Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar 

Mikroskopkamera I RTKE spot 
Diagnostic Instruments Inc.,  

Sterlin Heights, MI, USA 

Mikroskopkamera II moticam2500 
Motic® Electric Group Co. Ltd.,  

Xiamen, China 

Fluoreszenzreader Lambda Fluoro 320 microplate reader MWG Biotech® AG, Ebersberg 

Inkubator Labotect® Incubator C200 
Labotect® Labor-Technik-Göttingen 

GmbH, Rosdorf 

Inversmikroskop Leica® DMIL Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar 

konfokales Laser-  

Scanning-Mikroskop 
LSM-5 Exciter, AxioImager M1 Carl Zeiss® MicroImaging GmbH, Jena 

Kryomikrotom Kryomikrotom CM1850 Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar 

Kühlzentrifuge Kühlzentrifuge Typ 1707 
Hettich®-Zentrifugen, Andreas Hettich 

GmbH & Co.KG, Tuttlingen 

Lichtmikroskop Leitz® HMLUX 3 Leitz® GmbH, Wetzlar 

Mikroplattenreader anthos htII microplate reader anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld 

Multistep-Pipette Ripette® Ritter GmbH, Schwabmünchen 

Paraffineinbettautomat Histocentre 2 
Shandon Labortechnik® GmbH, Frank-

furt am Main 

Paraffinmikrotom Paraffinmikrotom R2125 Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar 

pH-Meter pH-Meter MP220 Mettler-Toledo® GmbH, Gießen 

Pipetten Eppendorf Research®-Pipetten Eppendorf® AG, Hamburg 

Sicherheitswerkbank SterilGARD® III Advance The Baker Company, Sanford, USA 

Spektrophotometer 
Beckman® DU 530 Life Science UV/Vis 

Sprectrophotometer 

Beckman® Instruments GmbH, Mün-

chen 

Vortexer press-to-mix 34524 Snijders Analysers B.V., Tilburg, NL 
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Wasserbad Wasserbad, Typ 1083 
Gesellschaft für Labortechnik® mbH, 

Burgwedel 

Zellzählsystem 
Casy® Cell Counting System, Modell 

TTC 
Schärfe System, Reutlingen 

 

2.1.2. Zellkulturmaterialien 

Tabelle 2 
Übersicht über genutzte Material ien der Zellkultur mit Artikelnummer und Bezugsquelle. 

Bezeichnung Artikelnr. Bezugsquelle 

Accutase L11-007 PAA® Laboratories GmbH, Pasching, AT  

bovine Albumin-Fraktion V 8076.2 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Casy®-Ton Lösung für Casy®-Systeme 43001 Innovatis® AG, Bielefeld 

deionized Phosphate Buffered Saline P04-36500 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 

Dulbecco's Modified Eagles Medium P04-04500 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 

Einfrierbehälter Nalgene® Mr. Frosty™ 

Cryo Freezing Container 
5100-0001 

Nalgene® Labware by Thermo Fischer Scientific 

Inc., Roskilde, DK 

EndoPrime Kit (HUVEC-Medium)  U050-042 PAA® Laboratories GmbH, Pasching, AT 

Fetale Bovine Serum, from South  

America, COS: CEP 2002-167 
3302-P102305 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 

L-Glutamin; 200 mM P04-80100 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 

McCoy's 5A modifiziertes Flüssigmedium F1015 Biochrom® AG, Berlin 

Penicillin/Streptomycin;  

10.000 I.E. Penicillin/ml;  

10 mg Streptomycin/ml 

P06-07100 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 

Phorbol-12-myristat-13-acetat 524400 
Calbiochem®-Merck4Biosciences,  

Merck® KGaA, Darmstadt 

Rosswell Park Memorial Institute  

1640-Medium 
P04-17500 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 

steril water for cell culture P04-991500 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 

Trypsin/Ethylendiamintetraacetat; 

0,25 %/0,02 %; w/o Ca2+; w/o Mg2+ 
P10-020100 Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach 
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2.1.3. Zelllinien 

Tabelle 3 
Übersicht über Herkunft der genutzten Zelll inien. 

Bezeichnung Artikelnr. Bezugsquelle 

A2780 - AG Kratz, Zentrum f. Tumorbiologie, Freiburg i. Brsg. 

A431 - 

AG Dernedde,  

Charité – Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin  

Zentralinstitut f. Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie 

A549 ACC107 
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 

Braunschweig 

HCT-116 - 

AG Grötzinger,  

Charité – Universitätsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum  

Med. Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie 

HUVEC C-12200 PromoCell® GmbH, Heidelberg 

QGP-1 - 

AG Grötzinger,  

Charité – Universitätsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum  

Med. Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie 

SK-Hep1 - 
AG Grötzinger, Charité Berlin – Campus Virchow Klinikum  

Med. Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie 

U937 - 

AG Dernedde,  

Charité – Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin  

Zentralinstitut f. Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie 

 

2.1.4. Chemikalien und Verbrauchsmaterial 

Tabelle 4 
Übersicht über genutzte Chemikalien/Verbrauchsmaterialien und deren Bezugsquellen. 

Bezeichnung Artikelnr. Bezugsquelle 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) 
CT01-5 Millipore®, Temecula, USA 

(3-Aminopropyl)triethoxysilan A3648 Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid 

(Stocklösung; β = 5mg/ml) 
6335.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Aceton; ≥ 99,5 % zur Synthese 5025.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Alcianblau 8GS (C.I. 74240) 3082.2 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Dako® Fluorescence Mounting Medium S3023 Dako® A/S, Glostrup, DK 

Deckgläser, rechteckig; 24x50 mm 1870.2 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
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Deckgläser, rund; 12 mm Durchmesser  P231.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Dimethyl-Sulfoxide-Hybri® Max D2650 Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA 

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat; > 99 % p.a. 4984.2 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karsruhe 

Eosin-G-Lösung; 0,5 %; wässrig X883.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol; ≥70 %; vergällt T913.3 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol; ≥96 %; vergällt T171.4 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol; ≥99,8 %; vergällt K928.4 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Filterpapier MN615 (Macherey-Nagel) L875.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Glycerin; ≥99,5 % p.a. 3783.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Greiner® Bio One-Zellkultur Multiwell-Platten;  

24 wells; steril 
CE56.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Greiner® Bio One-Zellkultur Multiwell-Platten;  

96 wells; steril 
KL43.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Greiner® Bio One-Zellkulturflaschen mit Filter-

Schraubverschluss; 75 cm²; steril 
CE49.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Hyaluronidase; testikulär 9980.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Isopropanol 9866.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat; > 99 % p.a. 3904.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Kernechtrot-Aluminiumsulfatlösung N069.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Milchpulver; Blotting grade T145.2 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Neo-Clear® Xylol-Ersatz 1.098.435.000 Merck® KGaA, Darmstadt 

Objektträger SuperFrost® Plus (Menzel Gläser) H867.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Paraformaldehyd 0335.2 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Propidium iodide solution (β = 1mg/ml in water) P4864 Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA 

Ribonuclease A from bovine pancreas  R6513 Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA 

Roti®-Histokitt II; synthetisches Einschlussmittel T160.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Rotilabo®-Spritzenfilter; 0,2 µm Porengröße;  

Polytetrafluorethylen-Membran 

P815.1 

 
Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Rotilabo®-Spritzenfilter; 0,22 µm Porengröße; 

Cellulosemischester-Membran 
KH54.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Salzsäure; c = 1 mol/l; Maßlösung K025.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Standard-Objektträger, geschliffen 90° H870.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

TissueTek® TTEK A. Hartenstein GmbH, Würzburg 

Toluidine blue O (C.I: 52040) T0394 Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA 

Triton® X-100 3051.3 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
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2.1.5. Antikörper für die Immunhistochemie 

Tabelle 5 
Übersicht über genutzte Antikörper für immunhistochemische Untersuchungen. 

Bezeichnung Artikelnr. Hersteller bzw. Bezugsquelle 

Cleaved Caspase-3 (Asp 175) (5A1E)  

Rabbit mAb 
9664S 

Cell Signaling Technology® Inc., Danvers, 

USA 

Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-

Rabbit (IgG H + L) 
711-165-152 

Jackson ImmunoResearch Inc.,  

West Grove, USA 

Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-

Mouse (IgG H + L) 
715-165-151 

Jackson ImmunoResearch Inc.,  

West Grove, USA 

Monoclonal Anti-α-Tubulin; Clone B-5-1-2; 

produced in mouse ascites fluid; IgG1 
T5168 Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA 

Rabbit anti-human Ki-67 Antigen A0047 Dako® A/S, Glostrup, Denmark 

Rabbit Polyclonal anti-NF-κB-p65 NB100-82083 Novus Biologicals® Ltd., Cambridge, UK 

 

2.2. Untersuchte chemische Wirkstoffe und Konjugate 

Die genutzten Substanzen sind vergleichend in Tabelle 6 dargestellt. Die Wirkstoffe PTX, CAB, 

MTX und DXR wurden käuflich erworben (Yick-Vic Chemicals & Pharmaceuticals [HK] Ltd., 

Hongkong) und in Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Aqua dest. gelöst und aliquotiert 

(c = 1 mmol/l) bei T = -20 °C eingefroren. 

Die Synthese von dPG, dPGS, deren Konjugaten sowie ICC-Markierungen erfolgte durch die 

mivenion® GmbH, Berlin. dPGS-Derivate wurden in Aqua dest. gelöst (c = 1 mmol/l), aliquo-

tiert und bei T = -20 °C eingefroren. ICC-markierte Substanzen wurden mit Trehalose lyophili-

siert (P. Welker, mivenion® GmbH, Berlin) und lichtgeschützt bei T = 4 °C aufbewahrt. Die 

Rücklösung der Substanzen erfolgte in Aqua dest. bzw. in DMSO. Wiederholte Auftau- und 

Einfrierzyklen ICC-markierter Substanzen wurden vermieden. Die Arbeit mit fluoreszenzmar-

kierten Substanzen sowie mit DXR bzw. DXR-Konjugaten erfolgte bestmöglich lichtgeschützt. 

Für das Konjugat dPGSamin-PTX-(6) wurde ein molares Verhältnis von 

n = 1,4 mol PTX/1 mol dPGS ermittelt (A. Sousa Hervés, ehem. Inst. f. Chemie und Biochemie, 

Freie Universität, Berlin) [155]. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen sind dementspre-

chend korrigiert worden. Für andere Konjugate wurde von den in Tabelle 6 genannten molaren 

Verhältnissen ausgegangen. Die Stoffmengenkonzentration bezieht sich, mit Ausnahme der 

Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen, auf das Gesamtmolekulargewicht. 
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Tabelle 6 
Übersicht über genutzte Wirkstoffe, dPGS und deren Konjugate hinsichtl ich des chemischen Aufbaus, Sulfatierungsgrades und Molekularge-
wichts. 
DS: Sulfatierungsgrad; M: Molekulargewicht; dPGS: dendritisches Polyglycerolsulfat; dPG: dendrit isches Polyglycerol; ICC: Indocarbocyanin; 
PTX: Paclitaxel; CAB: Chlorambucil; MTX: Methotrexat; DXR: Doxorubicin. Sulfatierung/Aminogruppen/Azidgruppen prozentual als Anteil 
der gesamten funktionellen Gruppen angegeben. 

Nr. Bezeichnung chemische Kurzbeschreibung/Linkerverbindungen Konjugation DS M 

[1] dPGS dPGS; ohne Aminogruppen und ohne Azidgruppen n. a. 90 % ≈ 13000 Da 

[2] dPGSamin dPGS; mit 10–15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert n. a. 80 % ≈ 13000 Da 

[3] dPGSazid 
dPGS mit 10–15 % freien Azidgruppen; unkonjugiert;  

Kontrolle zu Substanz Nr. [13] und [25] 
n. a. 80 % ≈ 13000 Da 

[4] dPGSamin-K1 
dPGS mit 10–15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert;  

Kontrolle zu Substanz Nr.: [14; 15] und [26; 27] 
n. a. 80 % ≈ 8000 Da 

[5] dPGSamin-K2 
dPGS mit 10–15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert;  

Kontrolle zu Substanz Nr.: [16; 17] und [28; 29] 
n. a. 80 % ≈ 13000 Da 

[6] dPGSamin-K3 
dPGS mit 10–15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert;  

Kontrolle zu Substanz Nr.: [18; 30; 32; 34] 
n. a. 80 % ≈ 13000 Da 

[7] dPGSamin-70 % Sulfat dPGS mit 10–15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert n. a. 70 % ≈ 11700 Da 

[8] dPGSamin-45 % Sulfat dPGS mit 10–15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert n. a. 45 % ≈ 8000 Da 

[9] dPGSamin-15 % Sulfat dPGS mit 10–15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert n. a. 15 % ≈ 6000 Da 

[10] dPGSamin-ICC  dPGSamin mit ICC (NHS-Ester); Amidbindung; dPGS mit 15 % freien Aminogruppen 
0,4	mol	ICC

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 13000 Da 

[11] Paclitaxel (PTX) Paclitaxel n. a. n. a. 854 Da 
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[12] PTX-ICC 
PTX-Succinat mit ICCamin konjugiert; Esterbindung am PTX; Amidbindung am ICC; 

Amidverlinkung 

1	mol	ICC

1	mol	PTX
 n. a. ≈ 1700 Da 

[13] dPGSazid-PTX-(1) 
dPGSazid mit PTX-Succinat-Propargylamid; Esterbindung am PTX; Triazol am dPGS; 

dPGSazid mit 10–15 % freien Azidgruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 14000 Da 

[14] dPGSamin-PTX-(2) 
dPGSamin mit PTX-Succinat-Maleimidoethylamid; Esterbindung am PTX; Iminothiolan 

am dPGS; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 9000 Da 

[15] dPGSamin-PTX-(3) 
dPGSamin mit PTX-Succinat; Esterbindung am PTX; Amidbindung am dPGS; dPGSamin 

mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 9000 Da 

[16] dPGSamin-PTX-(4) 
dPGSamin mit PTX-Succinat-Maleimidoethylamid; Esterbindung am PTX; Iminothiolan 

am dPGS; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 14000 Da 

[17] dPGSamin-PTX-(5) 
dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); Esterbindung am PTX; Amidbindung am 

dPGS; dPGSamin mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 14000 Da 

[18] dPGSamin-PTX-(6) 

dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); Esterbindung am PTX; Amidbindung am 

dPGS; dPGSamin aus automatisiertem Batchprozess; dPGSamin mit 10–15 % freien 

Aminogruppen 

1,4	mol	PTX

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 14200 Da 

[19] 
dPGSamin-PTX-(6)-

45 % Sulfat 

dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); Esterbindung am PTX; Amidbindung am 

dPGS; 45 % Sulfatierungsgrad; dPGSamin aus automatisiertem Batchprozess dPGSamin 

mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPGS
 45 % ≈ 9400 Da 

[20] 
dPGSamin-PTX-(6)-

15 % Sulfat 

dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); Esterbindung am PTX; Amidbindung am 

dPGS; 15 % Sulfatierungsgrad; dPGSamin aus automatisiertem Batchprozess; dPGSamin 

mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPGS
 15 % ≈ 7300 Da 

[21] dPGSamin-PTX-(6)-ICC 
wie dPGSamin-PTX-(6); zusätzlich ICC-Konjugation über Amidbindung; dPGSamin mit 

10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX + 0,2	mol	ICC

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 14300 Da 

[22] dPGamin-PTX 
dPGamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); Esterbindung am PTX; Amidbindung am dPGS; 

keine Sulfatierung; dPGamin mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX

1	mol	dPG
 0 % ≈ 6200 Da 

[23] dPGamin-PTX-ICC 
wie dPGamin-PTX; zusätzlich ICC-Konjugation über Amidbindung; dPGamin mit  

10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	PTX + 0,2	mol	ICC

1	mol	dPG
 0 % ≈ 6800 Da 

[24] Chlorambucil (CAB) Chlorambucil n. a. n. a. 304 Da 



30 

 

[25] dPGSazid-CAB-(1) 
dPGSazid mit CAB-Propargylamid; Amidbindung am CAB; Triazolbindung am dPGS; 

dPGSazid mit 10–15 % freien Azidgruppen 

1	mol	CAB

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 13500 Da 

[26] dPGSamin-CAB-(2) 
dPGSamin mit CAB-Maleimidoethylamid; Iminothiolan am dPGS; Amidbindung am 

CAB; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10–15 % freien Aminogruppen 

1	mol	CAB

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 8500 Da 

[27] dPGSamin-CAB-(3) 
dPGSamin mit CAB (NHS-Ester); Amidbindung am dPGS; dPGSamin mit 10–15 % freien 

Aminogruppen 

1	mol	CAB

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 8500 Da 

[28] dPGSamin-CAB-(4) 
dPGSamin mit CAB-Maleimidoethylamid; Iminothiolan am dPGS; Amidbindung am 

CAB; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10–15 % freien Aminogruppen 

2	mol	CAB

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 14000 Da 

[29] dPGSamin-CAB-(5) 
dPGSamin mit CAB (NHS-Ester); Amidbindung am dPGS; dPGSamin mit 10–15 % freien 

Aminogruppen 

2	mol	CAB

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 14000 Da 

[30] dPGSamin-CAB-(6) 
dPGSamin mit CAB (NHS-Ester); Amidbindung am dPGS; dPGSamin mit 10–15 % freien 

Aminogruppen 

7	mol	CAB

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 15100 Da 

[31] Methotrexat (MTX) Methotrexat n. a. n. a. 454 Da 

[32] dPGSamin-MTX-(2) 

dPGSamin mit MTX (NHS-Ester); α/δ-Mischung; Amidbindung am dPGS; 15 % freie 

Aminogruppen; dPGSamin aus automatisiertem Batchprozess; dPGSamin mit 10–15 % 

freien Aminogruppen 

2	mol	MTX

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 12000 Da 

[33] Doxorubicin (DXR) Doxorubicin n. a. n. a. 544 Da 

[34] dPGSamin-DXR-(1) 

dPGSamin mit DXR-Succinat (NHS-Ester); Amidbindung am dPGS; Esterbindung am 

DXR; dPGSamin aus automatisiertem Batchprozess; dPGSamin mit 10–15 % freien Ami-

nogruppen 

1	mol	DXR

1	mol	dPGS
 80 % ≈ 12200 Da 
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2.3. Untersuchungen zur Wirksamkeit von dPGS in vivo 

2.3.1. Xenografttransplantation von A549-Zellen 

Die Untersuchung der Wirkung von dPGS in vivo wurde an athymischen NMRI:nu/nu-Mäusen 

durchgeführt. Diese weisen eine Mutation im forkhead-box-N1 (Foxn1)-Gen auf Chromosom 11 

(Maus) auf [167, 168]. Der Transkriptionsfaktor Foxn1 ist vermutlich an der Thymusepithelzell-

differenzierung sowie an der Vaskularisation der Thymusanlage beteiligt [169-171]. Dement-

sprechend fehlt homozygot mutierten Tieren ein entwickelter Thymus [172], wodurch es zur 

unvollständigen Ausreifung von Thymozyten zu T-Lymphozyten kommt. Homozygote Mäuse 

weisen deshalb verminderte Lymphozytenzahlen auf [173]. Bei Untersuchungen in vivo konnten 

aus dem Ductus thoracicus keine T-Zellen gewonnen werden [173]. T-Zellen sind jedoch für die 

adaptive Immunantwort essentiell. 

Durch die Firma EPO (Experimental Pharmacology & Oncology Berlin-Buch GmbH, Berlin) 

erfolgte eine xenogene, ektope Transplantation von humanen Lungenkarzinomzellen der  

A549-Zelllinie, Passage 13, in einer Gesamtmenge von 0,7x107 Zellen/Maus durch subkutane 

Injektion. Je sechs Tiere wurden mit D = 10 mg/kg Körpergewicht (b.w.) dPGS oder mit 

D = 30 mg/kg b.w. dPGS, gelöst in V = 100 µl phosphatgepufferter Salzlösung (PBS), behandelt. 

Die Kontrolltiere erhielten V = 100 µl PBS (n = 6). Der Therapieversuch erfolgte für drei Be-

handlungszyklen von je fünf Tagen (Tag 12–16; 19–23; 26–30). Als Therapiebeginn wurden 

„palpable Tumoren“ festgelegt. Es erfolgte eine Nachbeobachtungsperiode nach Therapieab-

schluss für zwei Wochen. Die Tiere wurden hinsichtlich des Gewichts, Verhaltens und des Tu-

morvolumens untersucht. Am Tag 44 nach Transplantation der Tumorzellen wurden die Tiere 

getötet, die Tumoren in toto reseziert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. 

Das Experiment erfolgte nach den in der Bundesrepublik Deutschland gültigen Gesetzen zum 

Tierschutz in Verantwortung der Firma EPO GmbH. Die Transplantation der Tumorzellen, die 

Behandlung und die Beobachtung der Tiere sowie die Entnahme und Kryokonservierung der 

Tumoren erfolgten vollständig durch die Firma EPO GmbH. Die Tumorgewebe und Rohwerte 

der Messungen (Körpergewicht; Tumorvolumina) wurden zur weiteren Untersuchung zur Verfü-

gung gestellt. 
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2.3.2. Immunhistochemische und histologische Färbungen der Tumorgewebe 

Herstellung der Gewebeschnitte 

Histologische Untersuchungen der Tumorgewebe wurden an h = 4 µm dünnen Kryoschnitten 

durchgeführt (SuperFrost® Ultra Plus Objektträger). Die Herstellung der Gewebeschnitte erfolg-

te mithilfe des Kryomikrotoms Leica® CM 1850 (F. Serowka, mivenion® GmbH, Berlin). 

Immunhistochemische Färbung (IHC) von Ki-67, Caspase-3 und NF-κB 

Die Gewebeschnitte der Tumoren wurden bis zur Färbung bei T = -25 °C gelagert. Vor Beginn 

der Färbung wurden diese in Aceton fixiert (t = 5 min; T = -25 °C), für t = 30 min bei Raumtem-

peratur (RT) luftgetrocknet und vor der Applikation des Primärantikörpers mit PBS rehydriert. 

Die Inkubation des Primärantikörpers erfolgte in der Feuchtkammer (Verdünnung 1:200 in PBS 

[Ki-67; Caspase] bzw. Milch [β = 5 g Milchpulver/100 ml PBS; nur NF-ĸB]). Tabelle 7 zeigt die 

verwendeten Antikörper und Inkubationszeiten. Anschließend wurden die Präparate mit PBS 

gewaschen und mit dem Sekundärantikörper (Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 

[IgG H + L] Antikörper; 1:200; t = 1 h; RT) markiert. Die Verdünnung des Sekundärantikörpers 

erfolgte in PBS (Ki-67; Caspase-3) bzw. in Milch (nur NF-ĸB). Nach erneutem Spülen (PBS) 

wurde die Kerngegenfärbung mit 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; Stocklösung 

β = 5 mg/ml; in PBS) mit den in Tabelle 7 genannten Modifikationen durchgeführt. 

Tabelle 7 
Übersicht über Primärantikörper, Inkubationsbedingungen und DAPI-Färbungen zur immunhisto-
chemischen Darstellung von Ki-67, Caspase-3 und NF-κB bei A549-Tumorgeweben. 
RT: Raumtemperatur. 

Nachweis Primärantikörper Inkubation DAPI-Färbung 

Ki-67 Rabbit anti-human Ki-67 Antigen t = 1 h; RT 1:1000; t = 5 min; RT 

Caspase-3 
Cleaved Caspase-3 (Asp 175) (5A1E) 

Rabbit mAb 
t = 1 h; RT 1:250; t = 30 min; RT 

NF-ĸB Rabbit Polyclonal anti-NF-κB-p65 
in Milchp./PBS; t = 1 h; 

T = 37 °C 
1:1000; t = 5 min; RT 

 

Die Präparate wurden mit Glycerin/PBS oder mit Fluorescence Mounting Medium eingedeckt 

und am Fluoreszenzmikroskop DMLB (Kamera: RTKE spot) untersucht. Die Einstellung der 

Belichtungszeiten erfolgte anhand mehrerer Aufnahmen und wurde konstant belassen (Vergröße-

rung 100x; Tabelle 8). 
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Tabelle 8 
Übersicht über Belichtungszeiten bei der Erstellung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen der 
Tumorgewebe. Immunhistochemische Färbung von Ki-67, Caspase-3 und NF-ĸB, markiert mit 
Cy™3-Sekundärantikörper. Kernfärbung mit DAPI. 

Antigen 

Belichtungszeit  

Cy™3-Fluoreszenz 

Belichtungszeit 

DAPI 

Ki-67 2000 ms 100 ms 

Caspase-3 3000 ms 130 ms 

NF-ĸB 5000 ms 130 ms 

 

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden mit dem Programm MetaVue 5 erstellt 

(Molecular Devices®, Sunnyvale, California, USA). Die Auswahl der zu fotografierenden 

Struktur erfolgte nach zuvor festgelegten Kriterien über den relativen Anteil von 

Nekrose/vitales Gewebe bzw. Randbereich/vitales Gewebe. 

Für die Auswertung der Bilder von Ki-67 und Caspase-3 wurde die Software ImageJ 1.41 

(National Institutes of Health, USA) genutzt. Mit ImageJ erfolgten die Trennung der Farbkanäle 

und die Hintergrundentfernung durch Einstellung von konstant belassenen 

Schwellenwertgrenzen. Positive Signale (gemessen als Pixel) wurden im Histogramm 

dargestellt. Zur Auswertung von NF-ĸB wurden die mikroskopischen Aufnahmen hinsichtlich 

der Überlagerungen von Zellkernen und NF-ĸB-Färbung untersucht, die sich violett darstellen. 

Es erfolgte die manuelle Auszählung der violetten Zellkerne an einem 27“-Monitor bei 

konstanten Monitoreinstellungen in einem abgedunkelten Raum bei gleicher Vergrößerung der 

Bilder. Die Auszählung erfolgte dreimalig für jedes Bild unter Anwendung der Zellzählfunktion 

des Programmes ImageJ 1.41. Das dreimalige Auszählen eines Bildes wurde mit zeitlichem 

Abstand und unter „Verblindung“ der zuvor ausgezählten Werte durchgeführt. Der Median der 

Auszählung wurde bestimmt. Die Ermittlung der Pixelzahlen für DAPI erfolgte analog zu Ki-67 

und Caspase-3 durch ImageJ 1.41. 

Histologische Färbung mit Toluidinblau 

Für die Färbung der Gewebeschnitte mit Toluidinblau wurden diese wie zuvor beschrieben fi-

xiert und rehydriert. Eine frisch gelöste und filtrierte Toluidinblaulösung (β = 1 mg/ml in 

c = 0,5 mol/l HCl) wurde über Nacht bei RT auf den Geweben inkubiert. Nach Spülen in 

Aqua dest. erfolgten die Gegenfärbung mit Eosin-G-Lösung (t = 3 s), erneutes Spülen in 
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Aqua dest. und die Entwässerung über die aufsteigende Alkoholreihe mit Neo-Clear® als Inter-

medium (t = 3x10 min). Der Einschluss erfolgte mit Roti®-Histokitt II. Zur Vermeidung des 

Herauslösens von Toluidinblau wurden die Alkoholreihe und Spülvorgänge zügig durchlaufen. 

Die Präparate wurden am Mikroskop Leica® DMLB (Kamera: RTKE spot) mikroskopiert. 

Histologische Färbung mit Alcianblau 

Das Färbeprotokoll für die Alcianblaufärbung entspricht grundlegend der Methode zur Anfär-

bung von Sulfatgruppen nach Lev et Spicer [174]. 

Die Fixierung und Rehydrierung erfolgte wie zuvor dargestellt. Zur Senkung des  

Gewebe-pH-Wertes wurden die Gewebe nach der Rehydrierung in c = 0,5 mol/l HCl (pH ≈ 0,3; 

t = 5 min) inkubiert. Mit einer zeitnah gelösten, steril filtrierten Alcianblaulösung (β = 10 mg/ml 

in c = 0,5 mol/l HCl) wurden die Gewebeschnitte gefärbt (t = 30 min; RT); anschließend mindes-

tens dreimalig in c = 0,5 mol/l HCl gespült und die Objektträgerkanten auf Filterpapier abge-

presst, um eventuell verbliebene Alcianblaulösung zu entfernen. Der letzte Waschschritt bestand 

aus einer Spülung in HCl (t = 5 min; c = 0,5 mol/l HCl), dem Abpressen auf Filterpapier und der 

Wässerung der Objektträger für einige Minuten. Die Zellkerngegenfärbung erfolgte mit einer 

filtrierten Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Lösung (t = 15min; RT). Die Präparate wurden durch 

eine aufsteigende Alkoholreihe entwässert, in das Intermedium Neo-Clear® (t = 3x10 min) über-

führt und mit Roti®-Histokitt II eingedeckt. 

Einige Gewebe wurden zusätzlich vor der Alcianblaufärbung mit Hyaluronidase inkubiert 

(t = 1,5 h; T = 37 °C in der Feuchtkammer; testikuläre Hyaluronidase: β = 0,5 mg/ml in vorge-

wärmtem Phosphatpuffer nach Sørensen; pH = 6,98; Pufferansatz entsprechend [175]). 

Die mikroskopische Fotodokumentation erfolgte am Mikroskop Leica® DMR (Kamera: moti-

cam2500). 

2.4. Allgemeine Zellkultur 

Sämtliche Arbeiten in der Zellkultur erfolgten unter Anwendung steriler Methoden in einer Si-

cherheitswerkbank der Klasse 2. 

2.4.1. Allgemeine Zellkultur, Sub- und Dauerkultur 

Tumorzelllinien wurden bis Passage 35 und die HUVEC-Zelllinie bis zur Passage 8 genutzt. Die 

Medien (Dulbecco’s Modified Eagle-Medium [DMEM-Medium], Roswell Park Memorial Insti-

tute-Medium [RPMI-Medium], McCoy’s 5A-Medium) wurden mit fetalem Kälberserum (fetal 
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calf serum [FCS]) und Penicillin/Streptomycin supplementiert 

(� =
�� ��  !"#� �� $%&'('��'&/"*+%,*-�.('&

��� �� /%0'1�
) und das RPMI-Medium zusätzlich mit L-Glutamin 

(� =
� �� 3–5�1*6�'&

��� �� /%0'1�
) versetzt. Die Supplementierung des EndoPrime-Base-Mediums für 

HUVEC-Zellen erfolgte entsprechend den Herstellervorgaben. 

Sämtliche Zelllinien wurden bei T = 37 °C in einem 5 % CO2/Luft-Gemisch und bei vollständi-

ger Befeuchtung im Wärmeschrank kultiviert. 

Subkultivierung von adhärenten Tumorzelllinien 

Zur Subkultivierung wurde das Medium vollständig entnommen, die Zellen mit PBS gespült und 

mit V = 2 ml Trypsin/Ethylendiamintetraacetat-Lösung (T/E) für t = 5-10 min bei RT inkubiert. 

Durch Abklopfen erfolgte das restlose Lösen der Zellen. Mit Zugabe von V = 12 ml Medium 

wurde die Enzymreaktion gestoppt und die Zellsuspension nach Resuspension im Zentrifugen-

röhrchen pelletiert (v = 1150 rpm; t = 7 min; Kühlzentrifuge 1707; Standardeinsatz). Der Über-

stand wurde verworfen, die Zellen in zellspezifischem Medium resuspendiert und entsprechend 

der Teilungsrate in einer neuen Kulturflasche mit V ≈ 20 ml Medium ausgesät. 

Analog dazu erfolgte das Ablösen der HUVEC-Zellen durch Inkubation mit V = 3 ml Accutase 

(t = 3–4 min; RT), Abklopfen und der Aufnahme in PBS. Nach dem Zentrifugieren (s. o.) erfolg-

te die Teilung und Aussaat durch Aufnahme der Zellen in supplementiertes EndoPrime-Medium. 

Nicht für die Erhaltungskultur benötigte Zellen wurden in direktem Anschluss in Experimenten 

genutzt. 

Subkultivierung von U937-Suspensionszellen 

Die Subkultivierung der U937-Suspensionszellen erfolgte durch Entnahme von Medium und 

Zellen entsprechend dem Teilungsgrad und dem Auffüllen mit neuem RPMI-Medium auf 

V = 30 ml. 

Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Subkonfluente Zellen wurden mit PBS gewaschen und nötigenfalls mit T/E bzw. Accutase abge-

löst, gewaschen und abzentrifugiert. Die aufgelockerten Pellets wurden in vorgekühltem Ein-

friermedium (FCS mit φ = 10 % DMSO) aufgenommen und im Einfrierbehälter eine Stunde bei 

T = 4 °C, einige Stunden bei T = -20°C und über Nacht bei T = -80 °C gelagert. Am folgenden 

Tag wurden die Kryoröhrchen in flüssigen Stickstoff überführt. Regelhaft wurden  

2–3x106 Zellen/Röhrchen in V = 3 ml Einfriermedium eingefroren. 
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Zum Auftauen von Zellen wurden die Kryoröhrchen aus dem flüssigen Stickstoff entnommen, 

im Wasserbad erwärmt, in vorgewärmtes Medium aufgenommen und anschließend abzentrifu-

giert (v = 1150 rpm; t = 7 min; Kühlzentrifuge 1707; Standardeinsatz). Nach erneutem Waschen 

mit PBS erfolgte die Aussaat mit einer Dichte von rund 2x106 Zellen in eine neue Kulturflasche. 

Die erste Subkultivierung wurde nach einigen Tagen durchgeführt. 

2.4.2. Zelllinien 

Die nachfolgende Übersicht charakterisiert die genutzten Zelllinien hinsichtlich der Herkunft 

und spezieller Kulturbedingungen. Sämtliche Zelllinien sind humanen Ursprungs. 

A549-Zellen 

Die A549-Zellen wurden aus einem Lungenkarzinom gewonnen [176]. Diese zeigen Eigenschaf-

ten alveolarer Pneumozyten Typ II (lamellar bodies) und produzieren Lecithin [177-179]. Die 

Zellen wurden in DMEM-Medium kultiviert und zweimal wöchentlich ≈ 1:10 geteilt. 

A431-Zellen 

A431-Zellen wurden aus einem Plattenepithelkarzinom der Vulva isoliert [176]. Es handelt sich 

um eine adhärent wachsende Zelllinie, die zweimal wöchentlich im Verhältnis 1:12–1:16 in 

DMEM-Medium subkultiviert wurde. 

A2780-Zellen 

Bei A2780-Zellen handelt es sich um Zellen eines unbehandelten humanen Ovarial- 

karzinoms [180]. Die Zelllinie wächst adhärent in RPMI-Medium und wurde zweimal wöchent-

lich 1:8 geteilt. 

U937-Zellen 

U937-Zellen repräsentieren ein histiozytisches Lymphom [181]. (Der Begriff „histiozytisches 

Lymphom“ entspricht nicht mehr der aktuellen Terminologie der Lymphome [182].) Die Zellen 

wachsen nichtadhärent als Zellsuspension [181] und können bei Kultivierung mit  

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) in Richtung Makrophagen differenziert und adhäriert wer-

den [183]. Diese müssen jedoch als immatur angesehen werden [183]. Die Kultivierung erfolgte 

in RPMI-Medium mit einer zweimaligen Subkultivierung pro Woche (Teilungsgrad 1:15–1:20). 

SK-Hep-1-Zellen 

SK-Hep-1-Zellen sind Zellen, die aus dem Aszites eines Leber-Adenokarzinompatienten etab-

liert wurden [184]. Sie besitzen keine hepatozytären Eigenschaften, sondern sind endothelialen 



37 

 

 

Ursprungs [184]. Die Subkultivierung erfolgte in DMEM-Medium zweimal  

wöchentlich (≈ 1:10). 

HCT-116-Zellen 

HCT-116-Zellen wurden aus einem Kolonkarzinom isoliert [185]. Die adhärent wachsenden 

HCT-116-Zellen wurden in McCoy’s 5A-Medium kultiviert und zweimal wöchentlich 1:8-1:10 

geteilt. 

QGP-1-Zellen 

Bei QGP-1-Zellen handelt es sich um Zellen eines Somatostatinoms, welche neben Somatostatin 

auch Carcinoembryonales Antigen produzieren [186, 187]. Die QGP-1-Zellen wurden in  

RPMI-Medium kultiviert und zweimal wöchentlich im Verhältnis 1:10 geteilt. 

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC-Zellen) 

Jaffe et al. isolierten Endothelzellen aus der humanen Nabelschnur (HUVEC-Zellen) [188]. Die 

Verdopplungszeit in der logarithmischen Phase des Wachstums beträgt t = 92 h [188]. HUVEC-

Zellen treten frühzeitig in die Seneszenz über. Sie wurden in EndoPrime-Medium kultiviert und 

bei einer Konfluenz von ≈ 70 % geteilt (1:2-1:3). 

2.5. Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen 

Mit Hilfe verschiedener Methoden ist es möglich, Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen in 

vitro zu erstellen. Die Ermittlung der Zellviabiliät beruht häufig auf der Reaktion von Tetrazoli-

um-Salzen zu Formazanen [189]. Ausgehend von den gewonnenen Viabilitätswerten können 

„inhibitory concentration 50“-Werte (IC50-Werte) errechnet werden. 

2.5.1. Definition von IC50 

Der IC50-Wert ist ein errechneter Parameter, um die Wirksamkeit von Wirkstoffen auszudrücken 

und zu vergleichen [190]. Je nach Berechnungsmethode ist es notwendig, zwischen absolutem 

IC50- oder relativem IC50-Wert zu unterscheiden, wobei sich der Vergleichspunkt ändert  

(100 %-Kontrolle gegenüber Testsubstanzmaximum) [190]. In der vorliegenden Arbeit werden 

Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen nicht als „Aktivität in Abhängigkeit der Konzentration“, 

sondern als „Viabilität in Abhängigkeit von der Konzentration“ dargestellt. Diese Darstellung 

wird vielfach auch durch andere Arbeitsgruppen genutzt [122, 191]. Grund für diese Darstellung 

sind die untersuchten Wirkstoffe (Zytostatika) und deren Wirkung. Der IC50-Wert ist demnach 
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diejenige Konzentration, bei der die Viabilität nach Substanzinkubation im Vergleich zu der 

unbehandelten Kontrolle um 50 % vermindert war. 

2.5.2. Erstellung von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen in vitro 

Zur Erstellung von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen in vitro wurde der MTT-Test ange-

wandt. 

Theoretischer Hintergrund zum MTT-Test 

Der MTT-Test und der Zusammenhang zwischen Farbstoffumsatz/optischer Dichte und Zellzahl 

wurden erstmals durch Mosmann beschrieben [192]. Grundlage dessen ist die Reaktion des gelb-

lichen Tetrazols 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem 

schwer löslichen, blau-violetten Formazanprodukt [192]. Dieser Reduktionsschritt geschieht 

vorwiegend NADH-, NADPH- und in geringerem Maße auch Succinat-abhängig [189, 193]. 

Entgegen ursprünglicher Annahmen, können nur rund 25–45 % der Formazanprodukte in Mito-

chondrien bzw. an deren Membranen gefunden werden [194]. Die Reduktion des Farbstoffes 

erfolgt außerdem in Plasmamembranen, im endoplasmatischen Retikulum und dem Zytosol, 

nicht jedoch im Zellkern [193, 194]. 

Die Absorption der gelösten Formazanprodukte ist für die Zellzahlen von 200–50.000 Zellen 

direkt proportional (EL4.3-Lymphomzellen) [192]. 

Durchführung des MTT-Tests im Rahmen dieser Arbeit 

Das Protokoll eines MTT-Tests entspricht weitestgehend den Herstellervorgaben (Millipore™) 

sowie dem Protokoll nach Mosmann [192]. 

Nach der entsprechenden Inkubation der Substanzen in 96-Multiwell-Platten wurden zu je 

V = 100 µl vorliegendem Medium/well V = 10 µl MTT-Testreagenz zugegeben (β = 5 mg/ml; 

gelöst in PBS, sterilfiltriert; bei T = 4 °C lichtgeschützt gelagert). Im Wärmeschrank erfolgte die 

Inkubation für t = 4 h. Anschließend wurde die Reaktion durch eine ceq = 0,04 N  

HCl/2-Propanol-Lösung abgestoppt. Dazu wurde bei adhärenten Zelllinien V = 50 µl Medium 

ohne Zellaspiration abgenommen und V = 150 µl der HCl/2-Propanol-Lösung hinzugefügt. Bei 

Suspensionszelllinen wurde jedem well V = 100 µl des Lösungsmittels hinzugegeben, ohne vor-

her Medium zu entfernen. Für das nachfolgend beschriebene Screening auf Zytotoxizität wurde 

vor dem Abstoppen kein Medium entnommen, sondern nur V = 100 µl der HCl/2-Propanol-

Lösung hinzugefügt. Nach gründlicher Resuspension mithilfe einer Multikanalpipette erfolgte 
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die Messung der Absorption mit dem Mikroplattenreader anthos htII innerhalb einer Stunde bei 

λ1 = 570 nm und λ2 = 620 nm als Referenzfilter (OD570-620; optische Dichte). 

Für detaillierte Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen, nicht jedoch für das Screening, erfolgte 

die Messung des Absorptionswertes von Zellen mit Medium ohne MTT-Reagenz, aber mit Ab-

stopplösung, um die unspezifische Absorption des Hintergrundes zu ermitteln (Lösungsmittel, 

Zellen, Medium). Es ergab sich dabei ein Hintergrund von OD570-620 = 0,012 (DMEM-Medium), 

OD570-620 = 0,005 (RPMI-Medium) bzw. OD570-620 = 0,016 (HUVEC-Medium). 

Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen und Errechnung von IC50-Werten 

Für die Erstellung der In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurden Kontrollen (Zellen 

mit Medium, ohne Wirkstoff) genutzt, deren OD570-620 als Ausdruck der metabolischen Aktivität 

mit einer Viabilität von 100 % gleichgesetzt wurde. Die Berechnung der Viabilität erfolgte ent-

sprechend Gleichung (1). 

(1) Viabilität	=%? =
(/%0'6&//'**%�@%+*	(ABCDEFGHE	=I%J*K-&L%&*+6*'-&?)MN'&*%+O+1&0)

(/%0'6&//'**%�@%+*	(ABCDEFGHE	=/%0'1�K-&*+-��%?)MN'&*%+O+1&0)
x100	% 

Die Darstellung der in-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und die Errechnung der  

IC50-Werte erfolgte mit GraphPad Prism® (Version 6 für Windows®, GraphPad Software, San 

Diego, California, USA). Die Errechnung der IC50-Werte wurde nach Normalisierung durch die 

Rechenoperation „log(inhibitor) vs. normalized respose – variable slope“ durchgeführt. 

Für das Zytotoxizitätsscreening wurden die IC50-Werte aus den Konzentrations-Wirkungs-

Graphen grafisch ermittelt, ohne die genannte Rechenoperation durchzuführen. Wenn die Mög-

lichkeit vorhandenen war, einfachere Regressionsgleichungen in Microsoft® Excel® anzeigen 

zu lassen, wurden die IC50-Werte rechnerisch ermittelt, sofern sie außerhalb des untersuchten 

Konzentrationsbereiches lagen. 

2.5.3. Überprüfung der dPGS-Zytostatika-Konjugate auf Zytotoxizität in vitro 

Zytotoxizitätsscreening 

Das Zytotoxizitätsscreening vergleicht eine größere Anzahl an Substanzen hinsichtlich der Zyto-

toxizität.  

Dafür wurde eine Inkubationszeit von t = 48 h ohne die vorhergehende Adhärenz der Zellen über 

Nacht ausgewählt. Die Zellen wurden aus der Erhaltungskultur entnommen und entsprechend 

Tabelle 9 in V = 50 µl zellspezifischem Medium in 96-Multiwell-Platten ausgesät. Unterschied-

liche Zellzahlen sind notwendig, um Absorptionswerte im gewünschten Bereich zu erhalten (oh-
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ne Sättigungsplateau, keine zu niedrigen Absorptionen). Die dafür notwendigen Zellzahlen wur-

den zuvor experimentell ermittelt (Daten nicht gezeigt). 

Tabelle 9 
Übersicht über die verwendete Zellzahl für das Zytotoxizitätsscreening in Mikrotiterplatten. 

Zelllinie A2780 A431 A549 HCT-116 SK-Hep-1 QGP-1 U937 

Zellen/well 5x10³ 2,5x10³ 3x10³ 4x10³ 4,5x10³ 5x10³  8x10³  

 

Geringfügige Anpassungen der genannten Zellzahlen waren im Verlauf der Versuchsreihe zum 

Ausgleich von Wachstumsunterschieden notwendig. Der Vergleich wurde durch den Bezug der 

Zytotoxizität auf die Kontrollreihen ermöglicht. Nach einer Ruhephase von t ≈ 4 h erfolgte die 

Zugabe der in DMEM-Medium gelösten Substanzen (alle Zelllinien). PTX bzw. dPGS-PTX-

Konjugate sowie MTX und dPGSamin-MTX-(2) wurden in einer Zielkonzentration von  

c = 1; 10; 100 nmol/l eingesetzt, während CAB bzw. dPGS-CAB-Konjugate im Bereich von 

c = 0,1; 1; 10 µmol/l untersucht wurden. Für DXR und dPGSamin-DXR-(1) wurden Konzentra-

tionen von c = 1; 10; 100; 1000 nmol/l gewählt. Für jede Konzentration wurde eine Probenzahl 

von n = 8 verwendet, wobei für jede Substanz eine Kontrollreihe (Medium) genutzt wurde. Die 

Inkubation erfolgte für t = 48 h bzw. t = 96 h (nur MTX und dPGS-MTX-Konjugate) mit an-

schließendem MTT-Test. Die Versuche wurden bis zu fünfmal wiederholt. 

Einfluss der Inkubationszeit auf die Zytotoxizität von PTX und dPGSamin-PTX-(6) 

Für die Errechnung des IC50-Wertes in Abhängigkeit von der Inkubationszeit wurden A549- und 

A431-Zellen wie beschrieben aus der Erhaltungskultur entnommen und mit den in Tabelle 10 

genannten Zellzahlen in V = 100 µl DMEM-Medium ausgesät. 

Tabelle 10 
Angabe der ausgesäten Zellzahlen zur Untersuchung des Einflusses der Inkubationszeit auf den 
IC50-Wert. 

Zelllinie t = 24 h t = 48 h t = 72 h 

A431 2,5x10³ Zellen/well 1,5x10³ Zellen/well 0,8x10³ Zellen/well 

A549 3,5x10³ Zellen/well 2x10³ Zellen/well 1x10³ Zellen/well 

 

Geringfügige Anpassungen der Zellzahlen waren aufgrund des unterschiedlichen Wachstums der 

Erhaltungskultur notwendig. Die Zugabe der Substanzen dPGSamin-PTX-(6) und PTX erfolgte 

nach vorheriger Entnahme von V = 50 µl Medium am nächsten Tag. Durch Zugabe des gleichen 

Volumens wurden die Substanzen mit einer Zielkonzentration von  
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c = 0,001–1000 nmol/l inkubiert (gelöst in DMEM-Medium). Je 96-Multiwell-Platte wurden drei 

Kontrollreihen ohne Substanz und je Konzentration eine Probenzahl von n = 6 genutzt. Nach 

Abschluss der Inkubationszeiten (t1 = 24 h; t2 = 48 h; t3 = 72 h) wurde der MTT-Test wie zuvor 

beschrieben durchgeführt. Der Versuch wurde dreifach bzw. vierfach wiederholt. Die Randwells 

wurden zur Evaporationsverminderung mit PBS aufgefüllt. 

Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) auf HUVEC-Zellen 

Zur Erstellung von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von PTX und dPGSamin-PTX-(6) 

auf nicht-malignen HUVEC-Zellen wurden diese mit einer Dichte von 1,5x104 Zellen/well in 

V = 100 µl supplementiertem EndoPrime-Medium ausgesät. Nach Adhärenz der Zellen über 

Nacht erfolgte die Entnahme von V=50 µl Medium und die Zugabe der Substanzen PTX und  

dPGSamin-PTX-(6) in V = 50 µl supplementiertem EndoPrime-Medium für eine Inkubationszeit 

von t = 72 h (Zielkonzentration: c = 0,01–1000 nmol/l). Je Platte sind drei Kontrollreihen genutzt 

worden. Nach Abschluss der Inkubation erfolgte der zuvor dargestellte MTT-Test. Die Versuche 

wurden vierfach wiederholt. Der Anteil von FCS ist aufgrund von Wachstumsproblemen der 

Erhaltungskultur teilweise variiert worden. 

Einfluss der Sulfatierung von dPGS auf die Zytotoxizität von dPGSamin-PTX-(6) 

An ausgewählten Konjugaten sollte der Einfluss der Sulfatierung auf die  

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung bei A431-Zellen untersucht werden. 

Dafür wurden A431-Zellen aus der Erhaltungskultur entnommen und mit einer Dichte von 

2,5x10³ Zellen/well ausgesät. Der grundlegende Aufbau des Experimentes glich dem zuvor be-

schriebenen Screening (keine Adhärenz über Nacht). Die Substanzen (dPGSamin-PTX-(6) und 

dessen niedriger sulfatierte Derivate; PTX; dPGamin-PTX; dPGSamin) wurden in  

DMEM-Medium verdünnt und im Bereich von c = 0,1–1000 nmol/l inkubiert. Je 96-well-Platte 

wurden drei Kontrollreihen genutzt und je Konzentration eine Probenanzahl von n = 8. Der 

MTT-Test wurde nach einer Inkubationszeit von t = 48 h wie beschrieben durchgeführt. Der 

Versuch vierfach wiederholt. 

Einfluss der ICC-Konjugation auf die Zytotoxizität 

Der Einfluss der ICC-Konjugation auf die Zytotoxizität sollte anhand von  

Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen bei A431-Zellen untersucht werden. Dafür wurden PTX, 

PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6) und dPGSamin-PTX-(6)-ICC auf A431-Zellen inkubiert. Diese 

wurden in DMEM-Medium mit einer Dichte von 2x10³ Zellen in V = 100 µl/well ausgesät und 
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über Nacht adhäriert. Am folgenden Tag erfolgte die Entnahme von V = 50 µl DMEM-Medium 

ohne Zellaspiration und die Zugabe des gleichen Volumens mit Substanzen (Zielkonzentration:  

c = 0,1–1000 nmol/l). Je Mikrotiterplatte wurden drei Kontrollreihen genutzt. Nach Zugabe der 

Substanzen erfolgten die Inkubation für t = 48 h und der zuvor beschriebene MTT-Test. Der 

Versuch wurde drei bzw. vierfach wiederholt. 

2.6. Färbungen mit Toluidinblau und Alcianblau in vitro 

2.6.1. Toluidinblaufärbung verschiedener dPGS-Varianten 

Für die Färbung von dPGS-Varianten wurden U937-Zellen mit einer Dichte von 2,5x105 Zel-

len/well in einer 24-Multiwell-Platte auf unbeschichteten, sterilen Deckgläsern ausgesät, mit 

RPMI-Medium + c = 10 nmol/l PMA über Nacht adhäriert und in Richtung Makrophagen diffe-

renziert [183]. Die Substanzen dPGS, dPGSamin, dPGSamin-PTX-(6), dPGamin-ICC und  

PTX-ICC wurden in RPMI-Medium + c = 10 nmol/l PMA verdünnt und mit einer Zielkonzentra-

tion von c = 1 µmol/l für fünf Tage auf den Zellen inkubiert. Nach der Inkubation wurde das 

Medium entfernt, die Deckgläser mit warmem PBS gespült und die Zellen mit einer Formalde-

hyd-Lösung fixiert (β = 4 g Paraformaldehyd [PFA]/100 ml PBS; pH = 7,4; t = 10 min auf Eis). 

Nach erneutem Waschen erfolgte die Färbung der Zellen mit einer frisch filtrierten Toluidinblau-

lösung (β = 1 mg/ml in c = 0,5 mol/l HCl) über Nacht bei RT. Anschließend wurden die Deck-

gläser kurz in Aqua dest. gespült, für t = 3 s mit einer Eosin-G-Lösung gegengefärbt und in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe für jeweils nur wenige Sekunden entwässert. Als Intermedium wur-

de Neo-Clear® für t = 5 min genutzt und die Präparate anschließend mit Roti®-Histokitt II ein-

gedeckt. 

2.6.2. Alcianblaufärbung unterschiedlich stark sulfatierter dPGS-Moleküle 

Die Färbungstheorie zur Darstellung von Sulfatgruppen beruht auf Lev et Spicer [174] und wur-

de zur Zellfärbung in vitro angepasst. Für die Alcianblaufärbung unterschiedlich stark sulfatier-

ter dPGS-Polymere wurden U937-Zellen für vier Tage mit PMA (c = 10 nmol/l) auf unbeschich-

teten, sterilen Deckgläsern in 24-Multiwell-Platten adhäriert und in Richtung immaturer Makro-

phagen differenziert [183]. Es erfolgte ein Mediumwechsel am Tag 2 nach Aussaat  

(RPMI-Medium + c = 10 nmol/l PMA). Die Substanzen dPGS, dPGSamin, dPGSamin-

70 % Sulfat, dPGSamin-45 % Sulfat, dPGSamin-30 % Sulfat und dPGSamin-15 % Sulfat wur-

den für t = 48 h auf den Zellen inkubiert (Zielkonzentration: c = 1 µmol/l; in  
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RPMI-Medium + c = 10 nmol/l PMA). Anschließend erfolgten die Abnahme des Mediums und 

die Fixierung der Zellen mit einer Formaldehyd-Lösung (β = 4 g PFA/100 ml PBS; pH = 7,4; 

t = 10 min auf Eis). Für die Alcianblaufärbung wurden die Deckgläser einmalig mit Aqua dest. 

gewaschen, in HCl inkubiert (c = 0,5 mol/l; t = 5 min) und für t = 30 min mit Alcianblau 

(β = 10 mg/ml in c = 0,5 mol/l HCl) gefärbt. Nach mehrmaligem Waschen der Deckgläser mit 

HCl (c = 0,5 mol/l), vorsichtigem Abpressen auf Filterpapier und kurzem Spülen in Aqua dest. 

wurde die Gegenfärbung mit einer Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Lösung durchgeführt 

(t = 15 min; RT). Nach erneutem Spülen in Aqua dest., der Entwässerung der Präparate in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe und der Inkubation in Neo-Clear®-Intermedium (t = 5 min) erfolgte 

das Eindecken mit Roti®-HistoKit II. 

2.7. Analyse ICC-markierter dPGS-Konjugate 

Die Methodik zur Untersuchung des Einflusses der ICC-Markierung auf die Zytotoxizität ist in 

Kapitel 2.5.3. beschrieben. 

2.7.1. Absorptionsanalyse 

Nach Rücklösung der lyophilisierten Substanzen PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC,  

dPGSamin-ICC und dPGamin-PTX-ICC mit Aqua dest. oder DMSO (Zielkonzentration: 

c = 10 µmol/l) erfolgte die Absorptionsmessung im Spektrophotometer Beckman® DU530 

UV/VIS im Bereich von λ1 = 400 nm bis λ2 = 800 nm mit einem Messabstand von ∆λ = 1 nm. 

Beide Lösungsmittel wurden als Hintergrundmessung einbezogen. 

2.7.2. Fluoreszenzanalyse 

Die Substanzen PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC und dPGamin-PTX-ICC 

wurden zur Rücklösung und Verdünnung in DMSO oder Aqua dest. aufgenommen  

(c = 0,1–10 µmol/l). Zur Fluoreszenzmessung wurde der Fluoreszenzreader Lambda Fluoro 320 

microplate reader (Klinik für Dermatologie, Charité – Universitätsmedizin Berlin, Charité Cam-

pus Mitte) mit einem Exzitationsfilter λEx = 485/20 nm und einem Emissionsfilter 

λEm = 590/20 nm verwendet. Die Hintergrundfluoreszenzmessung erfolgte mit DMSO bzw. 

Aqua dest. ohne Substanzzugabe. 
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2.8. Aufnahme und Elimination von dPGS-Konjugaten in vitro 

2.8.1. Durchflusszytometrische Analysen zur Aufnahme von PTX-ICC, 

dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGamin-PTX-ICC und dPGSamin-ICC 

Für die Untersuchung der Aufnahme von PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC,  

dPGamin-PTX-ICC und dPGSamin-ICC wurde die Durchflusszytometrie (fluorescence-

activated cell sorting; FACSCalibur™) genutzt. Dazu wurden A431-Zellen mit einer Dichte von 

2x105 Zellen/well in 24-Multiwell-Platten mit DMEM-Medium ausgesät und zur Adhärenz über 

Nacht kultiviert. Anschließend wurden die o. g., zuvor lyophilisierten Konjugate frisch gelöst 

und in DMEM-Medium verdünnt auf den Zellen inkubiert (Zielkonzentration im well: 

c = 1 µmol/l bezogen auf das Gesamtmolekulargewicht). Nach den Inkubationszeiten  

(t = 0,25 h–48 h; 17 Messpunkte) wurden das Medium entfernt, die Zellen dreifach mit T = 4 °C 

kaltem PBS gewaschen und mit T/E (V = 200 µl T/E; t ≈ 5 min; T = 37 °C) abgelöst. Die Zellen 

wurden anschließend mit Medium in Rundbodenröhrchen überführt, mit kaltem PBS gewaschen 

und abzentrifugiert (QR = 250T; t = 8 min; T = 8 °C). Nach Verwerfen des Überstandes erfolgte 

ein weiterer, gleicher Waschschritt, jedoch ohne Mediumzugabe. Abschließend wurden die Zel-

len in φ = 3 % FCS in PBS aufgenommen und in einem FACSCalibur™-Durchflusszytometer 

gemessen (Duplikatmessung). Zur Auswertung wurde das Programm CellQuest™ Pro 4.0.2 

verwendet. Der Versuch wurde mit dem gleichen Protokoll wiederholt. 

2.8.2. Mikroskopische Untersuchung der Aufnahme von dPGSamin-PTX-(6)-ICC 

Aussaat von Zellen auf (3-Amino-propyl)triethoxysilan-beschichtete Deckgläser 

Zur Aussaat von Zellen auf sterilen Deckgläsern wurden Letztere in einer 24-Multiwell-Platte 

mit einer frisch gelösten, sterilfiltrierten Aminosilan-Lösung (σ = 150 µl  (3-Amino-

propyl)triethoxysilan/50 ml H2O; ≈ 1 ml/Deckglas) für t = 30 s beschichtet, die Lösung entfernt 

und die Deckgläser für einige Stunden in der Sterilwerkbank getrocknet. Die Aussaat der Zellen 

erfolgte mit einer Dichte von 2,5–5x105Zellen/well in V = 500 µl bzw. V = 1000 µl. Zur Adhä-

renz wurden die Zellen über Nacht nur mit Medium inkubiert. 

Aufnahmeanalyse von dPGSamin-PTX-(6)-ICC 

Die Aussaat der A431-Zellen erfolgte auf (3-Aminopropyl)triethoxysilan-beschichteten Deck-

gläsern mit einer Dichte von 5x105 Zellen/well (s. o.). Das Polymer dPGSamin-PTX-(6)-ICC 

wurde in Medium verdünnt (c = 1 µmol/l) und für t1 = 10 min; t2 = 30 min; t3 = 1 h; t4 = 3 h und 
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t5 = 24 h bei T = 37 °C auf den Zellen inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium abge-

nommen, die Deckgläser in den wells wurden mit PBS auf Eis gewaschen und die Zellen mit 

einer Formaldehyd-Lösung (β = 4 g PFA/100 ml PBS; pH = 7,4; t = 10 min) lichtgeschützt auf 

Eis fixiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellkerne mit DAPI gegengefärbt (1:500 in 

PBS; sterilfiltriert, t = 15 min, RT) und die Präparate mit Fluorescence Mounting Medium ein-

gedeckt. Die mikroskopische Untersuchung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop DMLB (Kamera: 

RTKE spot) mit konstanten Belichtungszeiten (t = 50 ms für DAPI; t = 1000 ms für ICC). 

2.8.3. Durchflusszytometrische Analyse der Elimination von  

dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSamin-ICC 

Die In-vitro-Eliminationsanalyse der Substanzen dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSamin-ICC 

erfolgte analog zur Aufnahmeanalyse mithilfe der Durchflusszytometrie. Es wurden  

A431-Zellen mit einer Dichte von 1x105 bzw. 2x105 Zellen pro well in V = 500µl  

DMEM-Medium in 24-Multiwell-Platten ausgesät und über Nacht adhäriert. Anschließend er-

folgte die Zugabe von V = 500 µl DMEM mit den o. g., rehydrierten, zuvor lyophilisierten Sub-

stanzen (Zielkonzentration: c = 1 µmol/l). Die Konjugate wurden für t = 24 h auf den Zellen 

inkubiert, danach das Medium vollständig abgenommen, die wells zweifach mit warmem PBS 

gewaschen und V = 1000 µl konjugatfreies DMEM-Medium zugegeben (= t0). Es erfolgte die 

erneute Inkubation für verschiedene Inkubationszeiten (t = 0,5 h–48 h; gemessen ab t0). An-

schließend wurde das Medium vollständig entfernt, die Zellen mit V = 200 µl T/E (t = 7 min; 

T = 37 °C) abgelöst und mit Medium in Rundbodenröhrchen überführt. Nach zweimaligem Wa-

schen mit PBS und Abzentrifugieren (QR = 350 T; t = 5 min; T = 6 °C) erfolgten die Aufnahme 

der Zellen in φ = 3 % FCS in PBS und die Analyse in einem  

FACSCalibur™-Durchflusszytometer. 

Das Experiment wurde als Triplett je Zeit und Substanz durchgeführt und einmalig wiederholt. 

Die Einstellungen des FACSCalibur™-Durchflusszytometers wurden bei der Messung konstant 

belassen und die Ergebnisse mit dem Programm CellQuest™ Pro 4.0.2 ausgewertet. 

2.8.4. Mikroskopische Untersuchung der Aufnahme von dPGSamin-DXR-(1) 

Die Untersuchung der Aufnahme von DXR und dPGSamin-DXR-(1) erfolgte mit A431-Zellen 

auf (3-Amino-propyl)triethoxysilan-beschichteten Deckgläsern (6x105 Zellen/well; Adhärenz 

über Nacht; Deckglasbeschichtung siehe Kapitel 2.8.2.). Anschließend wurden die Zellen für 

t1 = 10 min; t2 = 30 min, t3 = 1 h, t4 = 3 h und t5 =6 h mit DXR bzw. dPGSamin-DXR-(1), ver-
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dünnt in DMEM-Medium, inkubiert (c = 1 µmol/l bezogen auf Gesamtmolekulargewicht). Nach 

der Inkubation wurden die Zellen mit einer Formaldehyd-Lösung fixiert (β = 4 g PFA/100 ml 

PBS; pH = 7,4; t = 10 min) und die Kerne mit DAPI gegengefärbt (1:500 in PBS; t = 15 min; 

sterilfiltriert). Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten am DMLB-Fluoreszenzmikroskop 

(Kamera: RTKE spot) mit den in den Tabellen 11 und 12 genannten Belichtungszeiten. Ein 

quantitativer Vergleich zwischen den beiden Substanzen erfolgte nicht. 

Tabelle 11 
Belichtungszeiten für die fluoreszenzmikroskopische Aufnahmeanalyse von DXR. 

Objektiv DAPI DXR 

40x 25 ms 1300 ms 

65x 10 ms 250 ms 

 

Tabelle 12 
Belichtungszeiten für die fluoreszenzmikroskopische Aufnahmeanalyse von dPGSamin-DXR-(1). 

Objektiv DAPI dPGSamin-DXR-(1) 

40x 15 ms 1000 ms 

65x 10 ms 220 ms 

 

2.9. Nachweis des Wirkmechanismus von dPGSamin-PTX-(6) 

2.9.1. Durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus 

Für die Analyse des Zellzyklus wurden A431-Zellen mit einer Dichte von 2,5x105 Zellen/well in 

V = 500 µl DMEM-Medium ausgesät (24-Multiwell-Platten) und über Nacht zur Adhärenz inku-

biert. Die Substanzen PTX, dPGSamin-PTX-(6), dPGSamin und dPGamin-PTX wurden in 

DMEM-Medium verdünnt und auf den Zellen inkubiert (c = 10 nmol/l bezogen auf das Ge-

samtmolekulargewicht). Nach der Inkubationszeit (t = 12 h) wurde das Medium entnommen, die 

wells mit PBS gespült, die Zellen mit T/E abgelöst (V = 200 µl T/E; t ≈ 7 min; T = 37 °C), mit 

Medium in Rundbodenröhrchen überführt und abzentrifugiert (QR = 350 T; T = 6 °C; t = 5 min). 

Es erfolgte ein zweiter Waschschritt mit PBS. Zur Fixierung wurde φ = 70 % Ethanol unter vor-

sichtigem Schütteln auf dem Vortexer zugegeben und über Nacht inkubiert (T = 4 °C). Im An-

schluss wurde das Ethanol abzentrifugiert, Ribonuclease A (β = 50 µg/ml in t = 15 min abge-

kochtem PBS; V = 500 µl) zugegeben und inkubiert (T = 37°C; t = 30 min). Nach abschließen-

dem Waschen wurden die Zellen in φ = 3 % FCS in PBS aufgenommen und mit Propidiumiodid 
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(Zielkonzentration: β = 50 µg/ml) für t ≥ 20 min auf Eis inkubiert. Die Messung von 50.000 Zel-

len erfolgte am Durchflusszytometer FACSCalibur™ im Kanal FL-2 unter konstanten Einstel-

lungen mit einer Messgeschwindigkeit von maximal 350 Zellen/s. Zur Auswertung wurde das 

Programm FCS Express™ 5.0.74 (De Novo Software, Glendale, CA, USA) verwendet. Genutzt 

wurde die Berechnung nach folgendem Modell: „manual fit”; „1 cycle”, „Order of S = 0”, 

„G2/G1 not fixed”, „with background fit”, „sliced nuclei”. 

2.9.2. Beeinflussung der Tubulinverteilung durch PTX und dPGSamin-PTX-(6) 

Zum Nachweis der veränderten Tubulinverteilung nach Inkubation von PTX bzw. dPGSamin-

PTX-(6) wurden A431-Zellen mit einer Zelldichte von 2,5x105 Zellen/well auf  

(3-Aminopropyl)triethoxysilan-beschichteten Deckgläsern (siehe Kapitel 2.8.2.) in V = 500 µl 

DMEM-Medium ausgesät und über Nacht adhäriert. Die Substanzen PTX, dPGSamin-PTX-(6), 

dPGSamin und dPGamin-PTX wurden mit weiteren V = 500 µl DMEM-Medium auf den Zellen 

inkubiert (Zielkonzentration: c = 100 nmol/l). Nach der Inkubation (t = 16 h, T = 37 °C) wurde 

das Medium entnommen, die Zellen dreifach mit kaltem PBS gewaschen, mit einer Formalde-

hyd-Lösung fixiert (β = 4 g PFA/100 ml PBS; pH = 7,4; t = 8 min) und über Nacht bei T = 4 °C 

in einer Formaldehyd-Lösung gelagert (β = 0,1 g PFA/100 ml PBS; pH = 7,4). Anschließend 

erfolgten die Permeabilisierung mit einer Triton® X-100/PBS-Lösung (σ = 500 µl Triton® X-

100/100 ml PBS; t = 4 min), erneutes Waschen und das Blocken für t = 45 min mit Milch 

(β = 1 g Milchpulver/20 ml PBS). Die Inkubation des Primärantikörpers Anti-α-Tubulin (1:4000 

in Milch; Ansatz s. o.) erfolgte für t = 1 h bei RT. Nach erneutem Waschen wurde die Fluores-

zenzmarkierung durch den anti-mouse-Cy™3-Antikörper (1:200 in Milch; Ansatz s. o.) für 

t = 1 h bei RT durchgeführt und die Zellkerne mit DAPI (1:500; in PBS; sterilfiltriert; 

t = 15 min) gegengefärbt. Das Eindecken erfolgte mit Fluorescence Mounting Medium. Zur 

Verminderung unspezifischer Hintergrundsignale wurde die Milchpulver/PBS-Lösung mit einem 

Sterilfilter (Porengröße: d = 0,2 µm) gereinigt. Die Präparate wurden mit dem konfokalen Laser-

Scanning-Mikroskop LSM 5 Exciter, AxioImager M1 und der Software Zen 2009, Carl Zeiss® 

MikroImaging GmbH, Jena, aufgenommen. 

2.10. Statistische Methodik 

Für statistische Darstellungen/Auswertungen wurden die folgenden Programme genutzt: 

� IBM® SPSS® Statistics 19.0.0, SPSS® Inc., an IBM® Company, Armonk,  

New York, USA; 
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� GraphPad Prism® Version 6 für Windows, GraphPad Software, San Diego,  

California, USA; 

� Microsoft® Office® 2010 Version 14.0.6112.5000, Microsoft® Corporation,  

Redmond, Washington, USA; 

� CellQuest™ Pro, Version 4.0.2, BD® Biosciences, San Jose, California, USA; 

� FCS Express™ 5.0.74, De Novo Software, Glendale, California, USA. 

SPSS® ist für die Analyse der Tumorvolumina und histologische Experimente des Tierversu-

ches; GraphPad Prism® für die Errechnung der IC50-Werte und Microsoft® Excel® für verglei-

chende Analysen ohne Signifikanztestungen sowie die Ermittlung der IC50-Werte beim Zytoto-

xizitätsscreening angewandt worden. Die Berechnung der IC50-Werte mit GraphPad Prism® 6 

wurde auf Seite 38 erläutert. Primäre Datensätze von durchflusszytometrischen Darstellungen 

wurden durch CellQuest™ Pro erhoben. Die Zellzyklusanalyse erfolgte mit FCS Express™ 5. 

Die zur Ermittlung der Signifikanz angewandten statistischen Testverfahren sind im Ergebnisteil 

nach den einzelnen Ergebnissen genannt. Grundlegend wurde das Signifikanzniveau mit α ≤ 0,05 

angenommen (Einzeltestung). Es erfolgte die Anwendung der Bonferroni-Korrektur, wenn mul-

tiple Testungen an einem Datensatz durchgeführt wurden. Die entsprechenden Datensätze sind in 

den Ergebnissen gekennzeichnet. Wurden signifikante Ergebnisse aus dem Vergleich zweier 

95 %-Konfidenzintervalle abgeleitet, so ist dies mit der Bezeichnung „Intervallvergleich“ ge-

kennzeichnet. Dabei bestätigt keine Überlappung der 95 %-Konfidenzintervalle einen signifikan-

ten Unterschied. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Behandlung von Lungentumoren mit dPGS in vivo 

Die Untersuchungen zur Verträglichkeit und zum Einfluss von dPGS auf das Tumorwachstum 

wurden an einem humanen Lungentumor in der Maus ausgewertet. Es sollte auch die potentielle 

Anreicherung des Polymers und dessen Penetration in das Tumorgewebe analysiert werden. Das 

Modell bestand aus der Xenografttransplantation von A549-Lungentumorzellen in thymusaplas-

tische Mäuse. Die Behandlung erfolgte in drei Gruppen: (A) Kontrollgruppe;  

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS und (C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS. 

3.1.1. Körpergewicht und Verhalten der Tiere 

Während der Behandlung und im Nachbeobachtungsintervall wurden die Tiere hinsichtlich der 

Surrogatparameter „Körpergewicht“ und „Verhalten“ beobachtet, um Aussagen zur Verträglich-

keit in vivo ableiten zu können. 

Für das absolute Körpergewicht am Tag 12 nach der Implantation der Tumorzellen (1. Behand-

lungstag) wurden die folgenden Werte erhoben (VW = Median;	V̅ = arithm.Mittel): 

(A) Kontrollgruppe:  VW = 25,6;	 V̅ = 26,6; 	min = 24,2; 	max = 32,3	=g?, 

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS: VW = 29,4;	 V̅ = 29,5; 	min = 25,6; 	max = 33,1	=g?, 

(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS: VW = 31,4;	 V̅ = 31,8; 	min = 28,7; 	max = 34,3	=g?. 

Die Kontrollgruppe und die mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unterschieden sich 

am Tag 12 signifikant in ihrem Körpergewicht (p = 0,026; Mann-Whitney-U-Test f. unabhäng. 

Stichproben). 

Der weitere Gewichtsverlauf der Tiere wurde als relatives Körpergewicht, bezogen auf Tag 12, 

untersucht (relatives Körpergewicht am Tag 12 = 1). Am Tag 44, dem Ende der Nachbeobach-

tungsperiode, wurden für das relative Körpergewicht der drei Gruppen folgende Werte ermittelt  

(VW = Median;	V̅ = arithm.		Mittel): 

(A) Kontrollgruppe:  VW = 1,10;	 V̅ = 1,10; 	min = 1,08; 	max = 1,15, 

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS: VW = 1,08;	 V̅ = 1,09; 	min = 1,04; 	max = 1,17, 

(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS: VW = 1,09;	 V̅ = 1,10; 	min = 1,08; 	max = 1,14.  

Zu keinem der Untersuchungszeitpunkte wurden signifikante Unterschiede des relativen Körper-

gewichtes zwischen den drei Gruppen nachgewiesen (Kruskal-Wallis-Test f. unabhäng. Stich-
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proben). Die Daten der anderen Untersuchungszeitpunkte sind aus Gründen der Übersicht nicht 

gezeigt. 

Während der Behandlung und Nachbeobachtung ist keines der Tiere verstorben [195]. Anzei-

chen für toxische unerwünschte Arzneimittelwirkungen des dPGS sind nicht erkennbar gewor-

den [195]. 

3.1.2. Veränderung der Tumorvolumina 

Zur Untersuchung der Wirksamkeit von dPGS in vivo wurde das Tumorvolumen der Lungentu-

moren analysiert. 

Am Tag 12 nach Implantation (1. Behandlungstag) wurden für die absoluten Tumorvolumina 

folgende Werte ermittelt (VW = Median;	V̅ = arithm.Mittel): 

(A) Kontrollgruppe:   VW = 0,06;	 V̅ = 0,07; 	min = 0,038; 	max = 0,123	=cme?, 

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS: VW = 0,062;	V̅ = 0,063; 	min = 0,05; 	max = 0,082	=cme?, 

(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS:  VW = 0,056;	V̅ = 0,074; 	min = 0,044; 	max = 0,124	=cme?. 

Die drei Gruppen unterschieden sich damit in ihrem absoluten Tumorvolumen am Tag 12 nicht 

signifikant (p = 0,956; Kruskal-Wallis-Test f. unabhäng. Stichproben). Innerhalb der Gruppen 

(A) und (C) waren jedoch große Spannweiten der absoluten Tumorvolumina am Tag 12 fest-

stellbar. 

Der weitere Verlauf des Tumorvolumens wurde als relatives Tumorvolumen (RTV) bezogen auf 

Tag 12 untersucht (RTV am Tag 12: RTV12 = 1). Abbildung 7 zeigt den Verlauf des RTV der 

einzelnen Gruppen in Abhängigkeit von der Zeit. 
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Abbildung 7 
Die Behandlung mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS führte verglichen mit der Kontrollgruppe ab Tag 19 
zu einer Verminderung des Medians der relativen Tumorvolumina (n. s.). 
Darstellung der relativen Tumorvolumina, bezogen auf Tag 12, in Abhängigkeit von der Zeit  
(relatives Tumorvolumen am Tag 12: RTV12 = 1). Behandlung von A549-Lungentumoren in athy-
mischen Mäusen mit (A) PBS (Kontrolle); (B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS und  
(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS. Je Gruppe n = 6 Tiere. 

Es wurden z. T. ausgeprägte Unterschiede der relativen Tumorvolumina innerhalb einer Gruppe 

festgestellt. Am Tag 33 (Ende der Behandlung am Tag 30) wurden in der Kontrollgruppe relative 

Tumorvolumina von RTV = 2,7–5,7 (VW = 3,8)	und in der mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behan-

delten Gruppe RTV = 1,0–4,9 (VW = 2,5) gemessen. Am Ende der Nachbeobachtungsperiode 

(Tag 44) wurden für die Kontrollgruppe RTV in einem Bereich von RTV = 3,6–9,4	(VW = 5,0) 

und in der mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Gruppe relative Tumorvolumina von 

RTV = 1,0–5,4 (VW = 3,5) gefunden. 

Die Kontrollgruppe und die mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unterschieden sich 

in ihrem relativen Tumorvolumen am Tag 33 und am Tag 44 nicht signifikant (Tag 33: 

p = 0,093; Tag 44: p = 0,093; Mann-Whitney-U-Test f. unabhäng. Stichproben). 

Die Mediane der RTV der mit D = 10 mg/kg b.w. dPGS behandelten Gruppe waren teilweise 

höher als die Mediane der RTV der Kontrollgruppe (Abbildung 7). Das Tier B3  
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(D = 10 mg/kg b.w. dPGS) zeigte ein gegenüber den anderen Tieren dieser Gruppe deutlich er-

höhtes relatives Tumorvolumen (Ausreißer/Extremwert in Abbildung 7). 

Es kann für jeden Tag separat der Quotient T/C (2) gebildet werden: 

(2) f gh (fQTi) =
jklmno	lkp	qrs	=t	u	

vE	wx
yx

	z.{.		l|}~–}����k	(rn�y)?

jklmno	lkp	qrs	=��o����������k	(rn�y)?
× 100	%	. 

� = 12; 15; 19; 22; 27; 29; 33; 36; 40; 44 

Der Quotient nahm vom Tag 12 (T/C = 100 %) und dem Tag 19 (T/C = 73 %) zum Tag 22 

(T/C = 66 %) ab. An den folgenden Messzeitpunkten verblieb der Quotient bei T/C ≈ 65 % bei 

einem zweimaligen Anstieg auf T/C = 71 % (Tag 29) bzw. T/C = 69 % (Tag 44). Die vorwie-

gende Verminderung des Quotienten fand somit im Zeitraum der ersten beiden Behandlungszyk-

len statt (Tag 12–16; 19–23). 

3.1.3. Untersuchung der Proliferation, Apoptose und des NF-κB im Tumorgewebe 

Immunhistochemische Darstellung der Proliferation durch Anti-Ki-67-Antikörper 

Eine Beeinflussung des Tumorvolumens könnte durch eine verminderte Proliferation erklärt 

werden. Zur Darstellung der proliferierenden Gewebeanteile in den Tumoren wurde der Prolife-

rationsmarker Ki-67 immunhistochemisch angefärbt. Ki-67-Protein wurde ursprünglich nur in 

proliferativ aktiven Zellen gefunden [196]. 

Abbildung 8 zeigt repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. 

 
Abbildung 8 
Die Behandlung mit dPGS verringerte die optische Dichte der proliferativ aktiven Zellen in den 
Tumorgeweben. 
Repräsentative Aufnahmen von A549-Lungentumorgeweben der (a) Kontrollgruppe sowie der mit  
(b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS und (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiere. Kontrollbehand-
lung mit PBS. n = 18. 
Immunhistochemische Färbung des Proliferationsmarkers Ki-67 (rot) und Kerngegenfärbung mit 
DAPI (blau). Originale Vergrößerung 100x. Bilder hier gleichartig digital hell igkeits- und kon-
trastverstärkt. 

(a) Kontrollgruppe (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS 
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Mikroskopisch waren insbesondere im Zentrum der Tumoren in allen Gruppen Bereiche ohne 

Zellkernsignale erkennbar, die am ehesten nekrotischen oder apoptotischen Arealen entsprachen. 

Eine Quantifizierung dieser Bereiche war jedoch nicht möglich. Proliferativ aktive Zellen waren 

vorwiegend in Tumorrandbereichen sichtbar. Die optische Dichte proliferativ aktiver Zellen war 

bei Tumoren der D = 30 mg/kg b.w. dPGS-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert. 

Die quantitative Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte durch Ermittlung der  

Ki-67-Fluoreszenz bezogen auf die DAPI-Fluoreszenz (Zellkerne). Dies entspricht dem  

Quotienten QK ([3]; K = Bildnummer). 

(3)	��	 = 	
(�����������	��– 67)�
(�����������	����)�

 

Abbildung 9 stellt die Analyse der einzelnen Gruppen dar. 

 
Abbildung 9 
Die Behandlung mit D= 30 mg/kg b.w. dPGS reduzierte die Proliferation in mikroskopischen Auf-
nahmen der Lungentumoren signifikant (p = 0,004; Mann-Whitney-U-Test f. unabhäng. Stichpro-
ben; Bonferroni-Korrektur).  

Darstellung der Quotienten	�� =
(�����kp�ko�	�mM��)�
(�����kp�ko�	t�|�)�

, (K=Bildnummer), ermittelt aus mikroskopischen 

Aufnahmen von A549-Lungentumoren. Kontrollbehandlung mit PBS. Behandlung mit 
D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzw. D = 30 mg/kg b.w. dPGS. n = 18 Tumoren. Ermitt lung der Daten 
aus n = 18 mikroskopischen Aufnahmen. 

Durch Analyse dieser QK-Quotienten wurden folgende Werte ermittelt (VW = Median; 

V̅ = arithm.Mittel): 

 

  = 0,004* 

  = 0,310   = 0,026 
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(A) Kontrollgruppe  VW = 0,153;	V̅ = 0,194; 	min = 0,095; 	max = 0,416, 

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS  VW = 0,111;	V̅ = 0,138; 	min = 0,056; 	max = 0,310, 

(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS  VW = 0,040;	V̅ = 0,047; 	min = 0,009; 	max = 0,104. 

Die Kontrollgruppe und die mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unterschieden sich 

signifikant (p = 0,004; Mann-Whitney-U-Test f. unabhäng. Stichproben)2. Ein signifikanter Un-

terschied zwischen der Kontrollgruppe und der D = 10 mg/kg b.w. dPGS-Gruppe konnte nicht 

nachgewiesen werden (p = 0,310; Mann-Whitney-U-Test f. unabhäng. Stichproben)2. Auch beide 

Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht signifikant (p = 0,026; Mann-Whitney-U-Test f. 

unabhäng. Stichproben)2. 

Immunhistochemische Darstellung der Apoptose durch Anti-Caspase-3-Antikörper 

Nach der Proliferation sollte auch der Einfluss einer dPGS-Behandlung auf die Apoptose unter-

sucht werden. Für die Darstellung apoptotischer Gewebeanteile in den Lungentumoren wurde 

Caspase-3 angefärbt, die im Ablauf der Apoptose eine zentrale Stellung einnimmt [197]. 

Abbildung 10 zeigt repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. 

 
Abbildung 10 
Die Behandlung mit dPGS erhöhte die optische Dichte von apoptotischen Signalen in den Tumo-
ren. 
Repräsentative Aufnahmen von A549-Lungentumorgeweben der (a) Kontrollgruppe sowie der mit  
(b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS und (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiere. Kontrollbehand-
lung mit PBS. n = 18 Tumoren. Immunhistochemische Färbung mit Anti-Caspase-3-Antikörpern 
(rot) und Kerngegenfärbung mit DAPI (blau). 
Originale Vergrößerung 100x. Alle Bilder hier gleichartig digital helligkeits- und kontrastver-
stärkt. 

                                                 

 
2 Das Signifikanzniveau wurde mit der Bonferroni-Korrekur angepasst. 

(a) Kontrolle (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS 
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Caspase-3-positive Signale wurden insbesondere im Übergangsbereich von zentralen, apoptoti-

schen/nekrotischen Bereichen zu zellkernmorphologisch intaktem Gewebe gefunden. Im Rand-

bereich der Tumoren waren nur geringere Anteile an Caspase-3-positiven Signalen darstellbar. 

Die quantitative Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte durch Ermittlung der 

Caspase-3-Fluoreszenz bezogen auf die Zellkern-Fluoreszenz (DAPI).  

Dies entspricht dem Quotienten QK ([4]; K = Bildnummer). 

(4) �� =
(�����kp�ko�	¡np�npkMe)�

(�����kp�ko�	t�|�)�
 

Die Auswertung dieses Quotienten für die einzelnen Gruppen ist in Abbildung 11 gezeigt. 

 
Abbildung 11 
Nach Behandlung mit D = 10 bzw. 30 mg/kg b.w. dPGS war der Median der Caspase-3/DAPI-
Fluoreszenz erhöht. 

Darstellung der Quotienten �� =
(�����kp�ko�	!6J,6J%Me)�

(�����kp�ko�	t�|�)�
, (K = Bildnummer), ermittelt aus mikrosko-

pischen Aufnahmen von A549-Lungentumorgeweben. Kontrollbehandlung mit PBS. Behandlung 
mit D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzw. D = 30 mg/kg b.w. dPGS. n = 18 Tumoren.  
Ermitt lung des Quotienten QK aus nA  = 18 (Kontrolle); nB = 17 (D = 10 mg/kg b.w. dPGS) und 
nC = 15 (D = 30 mg/kg b.w. dPGS) mikroskopischen Aufnahmen. Daten vor Analyse auf die jewei-
ligen Tiere aggregiert. 

 

 

 

  = 0,093 

  = 0,240 

  = 0,937 
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Durch Analyse der QK-Werte wurden folgende Werte ermittelt 

(VW = Median;	V̅ = arithm.Mittel): 

(A) Kontrollgruppe  VW = 0,097;	V̅ = 0,119; 	min = 0,034; 	max = 0,267, 

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS  VW = 0,224;	V̅ = 0,261; 	min = 0,122; 	max = 0,496,  

(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS  VW = 0,340;	V̅ = 0,364; 	min = 0,024; 	max = 0,921. 

Während die mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe im Median das höchste  

Caspase-3/DAPI-Verhältnis aufwies, zeigte die Kontrollgruppe den niedrigsten Median der Quo-

tienten Caspase-3/DAPI. 

Die D = 10mg/kg b.w. dPGS sowie die mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unter-

schieden sich zur Kontrollgruppe hinsichtlich der Caspase-3/DAPI-Fluoreszenz nicht signifikant 

(p = 0,093 bzw. p = 0,240; Mann-Whitney-U-Test f. unabhäng. Stichproben)3. Beide Behand-

lungsgruppen unterschieden sich hinsichtlich der Caspase-3/DAPI-Fluoreszenz ebenfalls nicht 

signifikant (p = 0,937; Mann-Whitney-U-Test f. unabhäng. Stichproben)3. 

Immunhistochemische Darstellung der Verteilung von NF-ĸB 

In früheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass dPGS den Transkriptionsfaktor NF-ĸB 

binden kann [157, 158], der eine zentrale Stellung in der Pathogenese maligner Tumoren  

einnimmt [34]. Die Darstellung von NF-ĸB erfolgte zur Untersuchung der Anzahl und Vertei-

lung positiver Zellkerne (aktive Form des Transkriptionsfaktors). Es sollte die Frage beantwortet 

werden, ob NF-ĸB durch dPGS beeinflusst wird. 

Abbildung 12 zeigt repräsentative Aufnahmen der immunhistochemischen Färbung. 

  

                                                 

 
3 Das Signifikanzniveau wurde mit der Bonferroni-Korrekur angepasst. 
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Abbildung 12 
Die Verteilung der NF-ĸB-posit iven Zellkerne war in den Geweben sehr inhomogen. Eine eindeu-
tige Veränderung der Anzahl oder Verteilung der NF-ĸB-posit iven Zellkerne konnte nicht erkannt 
werden. 
Repräsentative Aufnahmen von A549-Lungentumorgewebe der (a) Kontrollgruppe sowie der mit 
(b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS und (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiere. n = 18. Immun-
histochemische Anfärbung mit Anti-NF-κB-p65-Antikörper (rot) und Kerngegenfärbung mit DAPI 
(blau). Das biologisch aktive NF-κB im Zellkern erscheint durch Überlagerung violett. 
Originale Vergrößerung 100x. Alle Bilder hier gleichartig digital helligkeits- und kontrastver-
stärkt. 

Es zeigte sich innerhalb der drei Gruppen eine inhomogene Verteilung von NF-ĸB in den Zell-

kernen. Eine eindeutige Veränderung der Anzahl oder der Verteilung von NF-κB-positiven-

Zellkernen konnte optisch nicht erkannt werden. Zwischen verschiedenen Bereichen innerhalb 

einer Aufnahme gab es in der Dichte von NF-κB-positiven Zellkernen teilweise erhebliche Un-

terschiede. Häufig waren NF-κB-positive Zellkerne in einem umschriebenen Bereich zu finden. 

Die quantitative Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte durch Ermittlung der 

ausgezählten NF-κB-positiven Zellkerne bezogen auf die Zellkern-Fluoreszenz (DAPI). Dies 

entspricht dem Quotienten QK ([5]; K = Bildnummer). 

(5) �� =
(�o�n¢�	£�M¤¥M��pm�m¦k�	§k��ik�ok)�

(�����kp�ko�	t�|�)�
 

Die daraus abgeleitete numerische Auswertung ist in Abbildung 13 dargestellt. 

(a) Kontrolle (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS 
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Abbildung 13 
Die Zahl der NF-ĸB–positiven Zellkerne wurde durch die Behandlung mit dPGS nicht signifikant 
verändert (p = 0,440; Kruskal-Wallis-Test f. unabhäng. Stichproben).  

Darstellung der Quotienten �� =
(�o�n¢�	£�M¤¥M��pm�m¦k�	§k��ik�ok)�

(�����kp�ko�	t�|�)�
, (K = Bildnummer), ermittelt aus 

mikroskopischen Aufnahmen von A549-Lungentumorgeweben. Kontrollbehandlung mit PBS. Be-
handlung mit D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzw. D = 30 mg/kg b.w. dPGS. n = 18 Tumoren. 
Ermitt lung des Quotienten aus nA  = 10 (Kontrolle); nB = 8 (D = 10mg/kg b.w. dPGS) und nC = 6 
(D = 30mg/kg b.w. dPGS) mikroskopischen Aufnahmen. Daten vor Analyse auf die jeweil igen 
Tiere aggregiert. 

Zwischen den Gruppen zeigte sich hinsichtlich der Anzahl NF-ĸB-positiver Zellkerne kein signi-

fikanter Unterschied (p = 0,440; Kruskal-Wallis-Test f. unabhäng. Stichproben). 

3.1.4. Toluidinblau- und Alcianblaufärbung 

Toluidinblau 

Die Toluidinblaufärbung färbt Mastzellen metachromatisch violett an [198]. Grundlage der Fär-

bung ist die Darstellung des Heparins in den Mastzellgranula [198]. Mithilfe der Toluidin-

blaufärbung sollte initial untersucht werden, ob die Behandlung mit dPGS einen Einfluss auf die 

Mastzellen ausübte. 

Abbildung 14 zeigt repräsentative mikroskopische Aufnahmen der Tumorgewebe nach der  

Toluidinblaufärbung. 

p = 0,440 
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Abbildung 14 
Nach Behandlung mit D = 10 und 30 mg/kg b.w. dPGS erhöhte sich die sichtbare Färbung des 
tumorumgebenden Bindegewebes mit Toluidinblau. 
Repräsentative Aufnahmen der A549-Lungentumoren behandelt mit (a) PBS;  
(b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzw. (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS. Toluidinblaufärbung und Gegen-
färbung mit Eosin (rot). 
Originale Vergrößerung 200x. BG: Bindegewebe; T: Tumorgewebe. 

Nach der Toluidinblaufärbung zeigten sich in der Kontrollgruppe vereinzelte, im Bindegewebe 

und vorwiegend am Tumoraußenrand befindliche gefärbte Zellen, deren Morphologie Mastzel-

len entsprechen könnte. 

In der mit D = 10 mg/kg b.w. dPGS behandelten Gruppe war die sichtbare Färbung durch Tolui-

dinblau deutlich verstärkt. Es zeigte sich eine erhöhte Anzahl gefärbter Zellen im tumorumge-

benden Gewebe, nicht jedoch im Tumorgewebe selbst. Die Verteilung des Toluidinblaus war 

dabei homogen im Bindegewebe um den Tumor darstellbar. Ein vergleichbares Ergebnis war 

auch für die mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe erkennbar, wobei die optische Fär-

beintensität über der zuvor genannten Gruppe lag. In geringerem Maße färbten sich auch Berei-

che innerhalb der Tumoren an. Letztgenannte Anfärbungen könnten Bindegewebe und Blutgefä-

ße repräsentieren. Tumorzellen wurden in keiner Gruppe durch Toluidinblau angefärbt. 

Alcianblau 

Die folgenden Ergebnisse und Abbildungen sind bereits veröffentlicht worden: [199]. 

 

Mit der Methode nach Lev et Spicer kann Alcianblau genutzt werden, um stark sulfatierte Gly-

kosaminoglykane anzufärben [174]. Da dPGS ebenfalls ein stark sulfatiertes Makromolekül ist 

[143], könnte es möglicherweise mit Alcianblau dargestellt werden. 

Abbildung 15 zeigt mikroskopische Aufnahmen der Alcianblaufärbung bei den Lungentumor-

geweben. 

T T 
(a) Kontrolle (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS 
BG 

BG 

BG 
T 

T 
T 

T 
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Abbildung 15 
Nach der Behandlung mit D = 10 bzw. 30 mg/kg b.w. dPGS war eine verstärkte Anfärbung des 
tumorumgebenden Bindegewebes durch Alcianblau darstellbar. 
Repräsentative Aufnahmen der A549-Lungentumoren behandelt mit (a) PBS;  
(b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzw. (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS. Färbung der Gewebe mit Alcian-
blau und Gegenfärbung mit Kernechtrot. Originale Vergrößerung 200x. Kennzeichnung von mög-
lichen Mastzellen ([a], schwarzer Pfeil) und intratumoralen, bindegewebigen Anteilen (roter 
Pfeil).  
T: Tumorgewebe; BG: Bindegewebe. 

In der Kontrollgruppe wurden Einzelzellen angefärbt, die vorwiegend im tumorumgebenden 

Bindegewebe am Tumoraußenrand lokalisiert sind (Abbildung 15 [a]; schwarzer Pfeil). Der 

Morphologie folgend könnten diese Mastzellen darstellen. Blutgefäße sowie die tumorumgeben-

den/durchziehenden Bindegewebe wurden nur schwach bläulich angefärbt (Abbildung 15 [a]; 

roter Pfeil). 

In Geweben der mit D = 10 bzw. 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiere zeigte sich, neben der 

schwach-bläulichen Anfärbung von intratumoralem Bindegewebe, eine optisch deutlich intensi-

ve Alcianblaufärbung im Bindegewebe am Tumoraußenrand. Tumorzellen wurden nicht durch 

Alcianblau gefärbt. Die Verteilung der Alcianblaufärbung war mit den Ergebnissen der Tolui-

dinblaufärbung vergleichbar. 

Eine Hyaluronidasebehandlung vor der Alcianblaufärbung kann die Anfärbung von Hyaluron-

säure und Chondroitinsulfat vermindern [200]. Abbildung 16 zeigt repräsentative mikroskopi-

sche Aufnahmen der Lungentumoren mit bzw. ohne Hyaluronidasebehandlung  

[Hy(+) bzw. Hy(-)]. 

BG 
BG 

BG 

T 

T 

T 

(a) Kontrolle (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS 
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Abbildung 16 
Eine Hyaluronidasevorbehandlung vor der Alcianblaufärbung verminderte den bindegewebigen, 
unspezifischen Hintergrund. 
Repräsentative Aufnahmen der A549-Lungentumoren behandelt mit (a; d) PBS, (b; e) 
D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzw. (c; f) D = 30 mg/kg b.w. dPGS. Färbung der Gewebe mit Alcian-
blau und Gegenfärbung mit Kernechtrot. (a–c; g) Kontrollen ohne Hyaluronidasebehandlung  
[Hy(-)],  (d–f; h) mit Hyaluronidasebehandlung [Hy(+)]. Gegenfärbung mit Kernechtrot. 
Originale Vergrößerung (a–f) 200x; (g; h) digitale Vergrößerung aus den Bildern (a) bzw. (d).  
Alle Bilder hier gleichartig digital kontrast- und helligkeitsverbessert. 

Die Hyaluronidasevorbehandlung verminderte die Anfärbung des tumordurchziehenden Binde-

gewebes deutlich. Bindegewebige Septen waren im Vergleich mit den zuvor gezeigten Ergebnis-

sen kaum noch darstellbar. Vereinzelte Zellen verblieben jedoch gut sichtbar gefärbt. 

(d) Kontrolle; Hy(+) 

(a) Kontrolle; Hy(-) (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS;  

Hy(-) 

(c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS; 

Hy(-) 

(e) D = 10 mg/kg b.w. dPGS;  

Hy(+) 

(f) D = 30 mg/kg b.w. dPGS;  

Hy(+) 

(g) 

(h) 

(g) Kontrolle; Ausschnitt aus (a) 

Hy(-) 

(h) Kontrolle; Ausschnitt aus (d) 

Hy(+) 
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In beiden behandelten Gruppen waren nach Hyaluronidasebehandlung am Tumoraußenrand Zel-

len sichtbar, die stark Alcianblau-positiv waren. Neben diesen Einzelzellen werden auch intersti-

tielle Anteile des tumorumgebenden Gewebes dargestellt; dies jedoch mit optisch geringerer 

Färbeintensität verglichen zu Aufnahmen ohne Hyaluronidasebehandlung. Das Tumorgewebe 

selbst war frei von deutlichen Färbungen durch Alcianblau. 

3.2. Untersuchungen der Zytotoxizität von dPGS-Konjugaten in vitro 

Eine kovalente Bindung von Zytostatika (PTX, CAB, DXR, MTX) an dPGS (dPGSamin, 

dPGSazid) könnte die zuvor dargestellte Wirkung des dPGS in vivo verbessern und dieses mög-

licherweise als Drug-Targeting-System genutzt werden. Deshalb wurden verschiedene kovalente 

dPGS-Zytostatika-Konjugate synthetisiert (mivenion® GmbH, Berlin) und in vitro auf ihre 

Wirksamkeit untersucht. 

3.2.1. Zytotoxizitätsscreening kovalenter dPGS-Zytostatika-Konjugate 

Die Zytotoxizität kovalenter dPGS-Zytostatika-Konjugate wurde anhand von 14 Konjugaten  

auf 7 Zelllinien gescreent. Die ermittelten IC50-Werte der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung 

sind in Tabelle 13 (Seite 64 f.) dargestellt. 

PTX und dPGS-PTX-Konjugate 

Die Zelllinien wiesen eine unterschiedliche Sensibilität für PTX auf. Die ermittelten IC50-Werte 

befanden sich im Bereich von IC50 = 2 nmol/l (U937) bis IC50 > 135 nmol/l (SK-Hep-1). Die 

Wirksamkeit des dPGSazid-PTX-(1) und der Konjugate dPGSamin-PTX-(2 bzw. 3) war auf 

allen Zelllinien im Vergleich zu PTX vermindert. Bei SK-Hep-1- und A431-Zellen wies  

dPGSamin-PTX-(4) einen niedrigeren IC50-Wert als PTX auf. Für dPGSamin-PTX-(5) zeigten 

sich bei den Zelllinien QGP-1, HCT-116, U937 und A431 IC50-Werte, die vergleichbar mit PTX 

oder gegenüber PTX vermindert waren. Auch für dPGSamin-PTX-(6) konnte mit 

IC50 = 15 nmol/l bei A431-Zellen ein im Vergleich zu PTX (IC50 = 95±78 nmol/l) verminderter 

IC50-Wert ermittelt werden. Zusätzlich war die Herstellung des dPGS-Anteils gegenüber den 

anderen dPGS-PTX-Konjugaten verbessert worden (automatisierter Batch-Prozess des  

dPGSamin). dPGSamin-PTX-(6) wurde deshalb für die weitere Analyse ausgewählt. 

CAB und dPGS-CAB-Konjugate 

Nur QGP-1- und A2780-Zellen wiesen für CAB IC50-Werte im untersuchten Bereich auf. Für die 

anderen Zelllinien wurden die Werte zumindest teilweise mit Hilfsfunktionen ermittelt. Das 
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Konjugat dPGSazid-CAB-(1) zeigte bei U937- und A431-Zellen vergleichbare bzw. niedrigere 

IC50-Werte als CAB. Die IC50-Werte des dPGSamin-CAB-(5) waren mit den IC50-Werten von 

CAB vergleichbar oder verbessert. 

Im Vergleich dazu wiesen das hochbeladene dPGSamin-CAB-(6) sowie die Konjugate  

dPGSamin-CAB-(2 bzw. 3) i. d. R. keine oder eine im Vergleich zu CAB verminderte inhibitori-

sche Wirkung auf. 

MTX und dPGSamin-MTX-(2) 

Ermittelte IC50-Werte ergaben bei der Inkubation für t = 48 h bzw. t = 96 h für  

dPGSamin-MTX-(2) bei jeder Zelllinie eine im Vergleich zu MTX deutlich verminderte zytoto-

xische Wirkung. dPGSamin-MTX-(2) war nach t = 48 h Inkubationszeit bei keiner Zelllinie in-

hibitorisch wirksam und wies auch nach t = 96 h Inkubationszeit IC50-Werte von 

IC50 = 500 nmol/l bis zu IC50 > 2000 nmol/l auf. Weder MTX noch dPGSamin-MTX-(2) zeigten 

eine Wachstumsinhibition bei HCT-116- oder SK-Hep-1-Zellen nach t = 48 h Inkubationszeit. 

DXR und dPGSamin-DXR-(1) 

Bei der Inkubation von DXR wurden IC50-Werte von IC50 = 35 nmol/l (QGP-1) bis 

IC50 = 450 nmol/l (A549) ermittelt. Die Wirksamkeit von dPGSamin-DXR-(1) war im Vergleich 

zu DXR bei jeder Zelllinie deutlich vermindert. Die IC50-Werte von dPGSamin-DXR-(1) ent-

sprachen z. T. IC50 > 10.000 nmol/l, wobei der niedrigste IC50-Wert mit IC50 = 1300 nmol/l 

(QGP-1) ermittelt wurde. 
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Tabelle 13 
Übersicht über ermittelte IC50-Werte von dPGS-Kontrollen, Zytostatika und dPGS-Zytostatika-Konjugaten. Dargestellt sind einzeln ermittelte 
IC50-Werte bzw. Mittelwerte unabhängiger Versuche. 
Kennzeichnung von Mittelwerten und Angabe der Standardabweichung mit „†“, n = 1–5 Experimente. Kennzeichnung von Werten, welche mit-

tels nichtlinearer Regressionen ermittelt wurden, mit „‡“. Der IC50-Wert lag dabei außerhalb des untersuchten Konzentrationsbereiches und 

wurde theoretisch bestimmt. n. i. : nicht inhibierend. -: Wert nicht ermittelt.  (Mittel-)Werte, die > 5 waren, wurden auf 5 bzw. 10 gerundet. 

Wirkstoff     Zelllinie    

 
 A549 A2780 QGP-1 HCT-116 U937 A431 SK-Hep-1 

dPGSazid-K1 [µM] n. i. 20‡ n. i. - n. i. 20‡ n. i. 

dPGSamin-K1 [µM] n. i. n. i. n. i. n. i. n. i. n. i. n. i. 

dPGSamin-K2 [µM] n. i. 45‡ 20‡ n. i. - 20‡ n. i. 

dPGSamin-K3 [nM] n. i. > 100 n. i. n. i. n. i. n. i. n. i. 

Paclitaxel (PTX) [nM] 75±29†‡; n = 3 4±2†; n = 4 5±1†; n = 4 10±1†; n = 4 2±1†; n = 3 95±78†‡; n = 2 135‡;> 100; > 100 

dPGSazid-PTX-(1) [nM] 135‡ 55 35 25 35 100 700 

dPGSamin-PTX-(2) [nM] 215‡ 60 60 55 45 115‡ > 1000 

dPGSamin-PTX-(3) [nM] 130‡ 35 80 50±31†; n = 2 20 100 125‡ 

dPGSamin-PTX-(4) [nM] 100 35 25 20 5 15 90 

dPGSamin-PTX-(5) [nM] 100 15 10 5 4 65 > 100 

dPGSamin-PTX-(6)4 [nM] 125‡ 40 35 25 10 15 175‡ 

                                                 

 
4 IC50-Wert korrigiert auf die Beladung des Polymers mit dem zytotoxisch aktiven Wirkstoffanteil (PTX) 
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Chlorambucil (CAB) [µM] 40±6†‡; n = 4 5±1†; n = 3 5±1†; n = 3 30±9†‡; n = 5 10±7†‡; n = 3 15±6†‡; n = 2 n. i.; n = 3 

dPGSazid-CAB-(1) [µM] 35‡ 6 5 20‡ 5 5 n. i. 

dPGSamin-CAB-(2) [µM] n. i. 15‡ 24‡ n. i. 30‡ n. i. n. i. 

dPGSamin-CAB-(3) [µM] n. i. 25‡ 100‡ n. i. n. i. n. i. n. i. 

dPGSamin-CAB-(4)5 [µM] 100‡ 10 10 30‡ 10 20‡ 30‡ 

dPGSamin-CAB-(5)5 [µM] 20 5 5 10 5 5 60‡ 

dPGSamin-CAB-(6) [µM] n. i. n. i. n. i. n. i. n. i. n. i. n. i. 

Methotrexat (MTX) 

t = 48 h 
[nM] 140‡  > 100 65 n. i. 50 ‡175 n. i. 

dPGSamin-MTX-(2) 

t = 48 h 
[nM] n. i. n. i. n. i.  n. i. n. i. n. i. n. i. 

MTX 

t = 96 h 
[nM] 30 15 10 - 5 10 - 

dPGSamin-MTX-(2) 

t = 96 h6 
[nM] > 2000 700 500 - 1600 840 - 

Doxorubicin (DXR) [nM] 450 90 35 230 45 250 260 

dPGSamin-DXR-(1) [nM] n. i. 5000 1300 n. i. > 10.000 > 10.000 > 10.000 

 

Anmerkung: Die Konjugate dPGSamin-MTX-(1; 3–6) und dPGSamin-DXR-(2–6) wurden nicht synthetisiert. 

                                                 

 
5 IC50-Wert korrigiert auf die Beladung des Polymers mit dem zytotoxisch aktiven Wirkstoffanteil (CAB) 
6 IC50-Wert korrigiert auf die Beladung des Polymers mit dem zytotoxisch aktiven Wirkstoffanteil (MTX) 
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3.2.2. Einfluss der Inkubationszeit auf die Zytotoxizität von PTX und  

dPGSamin-PTX-(6) 

Die folgenden Ergebnisse und Graphiken sind bereits veröffentlicht worden: [155]. 

 

Im Screening zeigte das Konjugat dPGSamin-PTX-(6) insbesondere bei A431-Zellen gegenüber 

PTX eine verbesserte Wirksamkeit und wurde als Konjugat für detaillierte Untersuchungen aus-

gewählt.  

Abbildung 17 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Inkubation von PTX und 

dPGSamin-PTX-(6) bei A431-Zellen in Abhängigkeit der Inkubationszeit.  

 

Abbildung 17 
Mit zunehmender Inkubationszeit verr ingerten sich die IC50-Werte für PTX und  
dPGSamin-PTX-(6). dPGSamin-PTX-(6) wies im Vergleich zu PTX höhere IC50-Werte auf. 
Darstellung der In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für die Inkubation von PTX und 
dPGSamin-PTX-(6) bei A431-Zellen in Abhängigkeit von der Inkubationszeit. n = 3 (PTX) und 
n = 4 (dPGSamin-PTX-(6)). 

c 

c 
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Neben A431-Zellen (Vulvakarzinom) wurden auch A549-Zellen (Lungentumor) untersucht, da 

PTX klinisch bei Lungentumoren eingesetzt wird und die Wirksamkeit von dPGS in vivo an 

einem A549-Lungentumor im Mausmodell untersucht worden ist (Kapitel 3.1.). Aus den ermit-

telten Viabilitäten wurden IC50-Werte für beide Zelllinien berechnet (Tabelle 14). 

Tabelle 14 
Übersicht über die errechneten IC50-Werte für die Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) 
auf A431- und A549-Zellen in Abhängigkeit von der Inkubationszeit (t = 24 h; 48 h; 72 h). Anga-
be des 95 %-Konfidenzintervalls (95 % C. I.) und des Bestimmtheitsmaßes der Funktion (R²).  
n = Anzahl unabhängiger Versuche. 

Zelle Wirkstoff  t = 24 h   t = 48 h   t = 72 h  

  IC50 

[nmol/l] 

95 % C. I. 

[nmol/l] 
R² 

IC50 

[nmol/l] 

95 % C. I. 

[nmol/l] 
R² 

IC50 

[nmol/l] 

95 % C. I. 

[nmol/l] 
R² 

A431 PTX (n = 3) 89,0 33,3–238 0,83 3,3 1,9–6 0,92 1,7 0,9–3,2 0,9 

A431 
dPGSamin-

PTX-(6) (n = 4) 
311 157–615 0,84 7,6 6–9,5 0,98 3,4 2,3–5,1 0,95 

A549 PTX (n = 3) 240 93,2–618 0,85 14,5 7,3–28,9 0,92 2,6 1,3–5,3 0,91 

A549 
dPGSamin-

PTX-(6) (n = 3) 
591 286–1223 0,89 57,2 35,6–91,9 0,95 9,5 6,6–13,8 0,97 

 

Für beide Wirkstoffe konnte bei beiden Zelllinien mit Zunahme der Inkubationszeit eine Ver-

minderung der IC50-Werte festgestellt werden. 

Die IC50-Werte von PTX waren bei beiden Zelllinien und zu jedem Messzeitpunkt im Vergleich 

zu den entsprechenden IC50-Werten von dPGSamin-PTX-(6) vermindert. Die IC50-Werte von 

PTX und dPGSamin-PTX-(6) der t = 48 h-Inkubation unterschieden sich bei A431-Zellen signi-

fikant (PTX: IC50 = 3,3 nmol/l; 95 % C. I. = 1,9–6 nmol/l; dPGSamin-PTX-(6): 

IC50 = 7,6 nmol/l; 95 % C. I. = 6–9,5 nmol/l; Intervallvergleich). Auch die IC50-Werte von PTX 

nach t = 48 h Inkubation bei A549-Zellen (IC50 = 14,5 nmol/l; 95 % C. I. = 7,3–28,9 nmol/l) 

wiesen im Vergleich zu den IC50-Werten von dPGSamin-PTX-(6) (IC50 = 57,2 nmol/l; 

95 % C. I. = 35,6–91,9 nmol/l) einen signifikanten Unterschied auf (Intervallvergleich). Eben-

falls signifikant unterschieden sich die IC50-Werte bei A549-Zellen nach t = 72 h  

(PTX: IC50 = 2,6 nmol/l; 95 % C. I. = 1,3–5,3 nmol/l; dPGSamin-PTX-(6): IC50 = 9,5 nmol/l, 

95 % C. I. = 6,6–13,8 nmol/l; Intervallvergleich). 
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Insbesondere bei PTX wurden hohe Intertestabweichungen der Viabilität bei einer Konzentration 

von c = 1 nmol/l gefunden. 

3.2.3. Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) auf HUVEC-Zellen 

Zur weiteren Einschätzung der In-vitro-Zytotoxizität von dPGSamin-PTX-(6) war die Evaluation 

bei nicht-malignen Zellen notwendig. Dafür wurden die Substanzen PTX und  

dPGSamin-PTX-(6) auf HUVEC-Zellen inkubiert. Abbildung 18 zeigt die ermittelten In-vitro-

Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen. 

 

Abbildung 18 
Das Konjugat dPGSamin-PTX-(6) zeigte im Vergleich zu PTX bei nicht-malignen HUVEC-Zellen 
eine verminderte zytotoxische Wirksamkeit. 
Darstellung der In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für die Inkubation von PTX und 
dPGSamin-PTX-(6) bei HUVEC-Zellen. Inkubationszeit: t = 72 h. n = 4. 

Durch Regression wurden die in Tabelle 15 gezeigten IC50-Werte errechnet. 

Tabelle 15 
Übersicht über errechnete IC50-Werte für die Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) bei 
HUVEC-Zellen. Inkubationszeit t = 72 h. Angabe der 95 %-Konfidenzintervalle (95 % C. I.) und 
des Bestimmtheitsmaßes (R²). n = 4. 

Substanz IC50-Wert 

[nmol/l] 

95 % C. I. 

[nmol/l] 

R²  

PTX 0,45 0,05–4,2 0,23 

dPGSamin-PTX-(6) 40,0 18,6–86,1 0,86 

 

c 
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Der IC50-Wert von PTX (IC50 = 0,45 nmol/l; 95 % C. I. = 0,05–4,2 nmol/l) war bei der Inkubati-

on auf HUVEC-Zellen gegenüber dem IC50-Wert von dPGSamin-PTX-(6) (IC50 = 40 nmol/l;  

95 % C. I. = 18,6–86,1 nmol/l) signifikant vermindert (Intervallvergleich). 

Hohe Intertestabweichungen der Viabilität, insbesondere bei c ≤ 0,1 nmol/l PTX, führten zu ho-

hen Viabilitätsspannweiten, in deren Folge das 95 %-Vertrauensintervall des IC50-Wertes für 

PTX eine große Spannweite annahm. Bei dPGSamin-PTX-(6) waren im Vergleich zu PTX ge-

ringere Intertestabweichungen zu verzeichnen. 

3.2.4. Einfluss der Sulfatierung auf die Zytotoxizität von dPGSamin-PTX-(6) 

Teilergebnisse des folgenden Abschnittes sind bereits veröffentlicht worden: [155]. 

 

Im Vergleich zu dPGS-Fluorochrom-Konjugaten werden dPG-Fluorochrom-Konjugate nur mar-

ginal aufgenommen [144]. Anhand von In-vitro-Zytotoxizitätstests sollte untersucht werden, ob 

dPGamin-PTX im Vergleich zu dPGSamin-PTX-(6) demzufolge auch eine verminderte Wirkung 

aufweist. 

Abbildung 19 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung bei A431-Zellen (aus Gründen der 

Übersicht sind nur einige Konjugate aufgeführt).  

 

Abbildung 19 
PTX und dPGSamin-PTX-(6) wiesen eine vergleichbare Konzentrations-Wirkungs-Beziehung auf. 
Auch die Inkubation von dPGamin-PTX induzierte eine Viabil itätsminderung, während die Inku-
bation von dPGSamin zu keiner Abnahme der Viabili tät führte. 
Darstellung der In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von PTX, dPGSamin-PTX-(6), 
dPGamin-PTX und dPGSamin bei A431-Zellen. Inkubationszeit: t = 48 h. n = 3–4. 

c 
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Tabelle 16 fasst die errechneten IC50-Werte der Konjugate zusammen. 

Tabelle 16 
Übersicht über errechnete IC50-Werte für die Inkubation verschiedener Substanzen auf A431-
Zellen ohne vorherige Adhärenz der Zellen über Nacht. Angabe des 95 %-Konfidenzintervalls 
(95 % C. I.), des Bestimmtheitsmaßes der Funktion (R²) und der Anzahl unabhängiger  
Experimente (n). n. i. : nicht inhibierend. 

Substanz n 
IC50-Wert 

[nmol/l] 

95 % C. I. 

[nmol/l] 
R²  

PTX n = 3 24,1 14,1–41,2 0,79 

dPGSamin-PTX-(6) n = 4 33,0 23,1–47,0 0,84 

dPGSamin-PTX-(6)-45 % Sulfat n = 4 44,4 31,8–62,0 0,84 

dPGSamin-PTX-(6)-15 % Sulfat n = 4 40,5 26,9–60,9 0,81 

dPGamin-PTX n = 3 50,1 31,6–79,5 0,82 

dPGSamin n = 3 n. i. - - 

 

Die IC50-Werte der unterschiedlichen Substanzen waren sowohl in den  

Konzentrations-Wirkungs-Diagrammen als auch in den berechneten IC50-Werten im Konzentra-

tionsbereich von c = 10–100nmol/l lokalisiert. Für die Substanzen wurden IC50-Werte in einem 

Konzentrationsbereich von IC50 = 24,1 nmol/l (PTX) bis IC50 = 50,1 nmol/l (dPGamin-PTX) 

errechnet. Die geringer sulfatierten Moleküle dPGSamin-PTX-(6)-45 % bzw. -15 % Sulfat 

(IC50 = 44,4 nmol/l bzw. IC50 = 40,5 nmol/l) hatten gegenüber dem hochsulfatierten dPGSamin-

PTX-(6) (IC50 = 33,0 nmol/l) einen erhöhten IC50-Wert. Die 95 %-Vertrauensintervalle der  

IC50-Werte dieser Konjugate überlagerten sich; es gab keine signifikanten Unterschiede. 

Bei der Inkubation mit dPGSamin konnte keine Abnahme der Viabilität gemessen werden. 

Die zuvor dargestellten IC50-Werte von PTX/dPGSamin-PTX-(6) bei A431-Zellen, die in der 

Zeitabhängigkeitsanalyse errechnet wurden (t = 48 h; Kapitel 3.2.2.), unterschieden sich signifi-

kant von den hier gezeigten IC50-Werten (Intervallvergleich). Die Präinkubationsbedingungen 

beider Experimente waren jedoch verschieden. 



71 

 

 

3.3. Färbungen mit Toluidinblau und Alcianblau in vitro 

Zur weiteren Analyse mussten Methoden zur Darstellung von dPGS-Konjugaten genutzt werden. 

Wie an den Gewebeschnitten der Lungentumoren dargestellt, wurden mit der Toluidin- und der 

Alcianblaufärbung Methoden untersucht, die möglicherweise dPGS in histologischen Geweben 

nachweisen könnten. Die Protokolle sollten für In-vitro-Versuche etabliert und die Färbungen 

hinsichtlich der Färbeselektivität untersucht werden. Dazu wurden U937-Zellen mit PMA in die 

Richtung immaturer Makrophagen differenziert [183]. Es ist bekannt, dass Makropha-

gen/Kupffer-Zellen dPGS-Fluorochrom-Konjugate aufnehmen können [152, 161]. 

3.3.1. Toluidinblaufärbung nach Inkubation von dPGS-Konjugaten  

Die Toluidinblaufärbung wurde nach Inkubation von dPGS, dPGSamin, dPGSamin-PTX-(6), 

dPGamin-ICC und PTX durchgeführt. Abbildung 20 zeigt repräsentative mikroskopische Auf-

nahmen. 

 
Abbildung 20 
Nach der Inkubation von dPGS, dPGSamin und dPGSamin-PTX-(6) konnten differenzierte  
U937-Zellen mit Toluidinblau angefärbt werden. 
Repräsentative Aufnahmen von differenzierten U937-Zellen, inkubiert für fünf Tage mit 
c = 1 µ mol/l (a) dPGS, (b) dPGSamin, (c) dPGSamin-PTX-(6), (e) dPGamin-ICC und (f) PTX. (d) 
Negativkontrolle. Färbung der Zellen mit Toluidinblau und Gegenfärbung mit Eosin (rot). Bild (f) 
aus Einzelaufnahmen zusammengefügt. 
Originale Vergrößerung 1000x. Bilder gleichartig digital kontrast- und hell igkeitsverstärkt. 

(d) Kontrolle 

(b) dPGSamin (a) dPGS (c) dPGSamin-PTX-(6) 

(e) dPGamin-ICC (f) PTX 
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Nach der Inkubation von dPGS und dPGSamin konnten gut abgrenzbare, mit Toluidinblau ange-

färbte Aggregationen in den Zellen dargestellt werden. Die Färbeintensität unterschied sich je-

doch zwischen den einzelnen Zellen deutlich. Es konnten auch Zellen nachgewiesen werden, die 

nicht mit Toluidinblau angefärbt waren. Zusätzlich war die Verteilung der Färbung innerhalb der 

Zellen inhomogen. Auch nach Inkubation von dPGSamin-PTX-(6) wurde eine gut sichtbare Fär-

bung der Zellen durch Toluidinblau nachgewiesen. Diese Färbung verteilte sich großflächig in 

den Zellen. Definierte Zellkompartimente waren methodisch bedingt bei keiner der Substanzen 

evaluierbar. Sowohl die Kontrollzellen als auch die mit dPGamin-ICC und PTX inkubierten Zel-

len wiesen keine nachweisbaren Anfärbungen durch Toluidinblau auf. 

Bei den mit dPGSamin-PTX-(6) und PTX inkubierten Deckgläsern konnten nur noch wenige 

Zellgruppen nachgewiesen werden. Die anderen Inkubationen (dPGS, dPGSamin,  

dPGamin-ICC) wiesen gut erhaltene, mit der Kontrolle vergleichbare Zellpopulationen auf. 

3.3.2. Alcianblaufärbung unterschiedlich stark sulfatierter dPGS-Derivate 

Die Alcianblaufärbung auf PMA-differenzierten U937-Zellen wurde genutzt, um festzustellen, 

bis zu welchem Sulfatierungsgrad verschiedener dPGS-Polymere eine Färbung in den Zellen 

nachweisbar ist. Abbildung 21 zeigt repräsentative Aufnahmen. 
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Abbildung 21 
Nach der Inkubation von dPGS-Derivaten (Sulfatierungsgrad: DS = 70–90 %) auf PMA-
differenzierten U937-Zellen konnten diese mit Alcianblau angefärbt werden. 
Repräsentative Aufnahmen von U937-Zellen, differenziert mit PMA in Richtung immature Makro-
phagen. Inkubation von (a) dPGS, (b) dPGSamin-80 %, (c) dPGSamin-70 % Sulfat,  
(e) dPGSamin-45 % Sulfat und (f) dPGSamin-15 % Sulfat (c = 1 µ mol/l; t  = 48 h). (d) Negativ-
kontrolle. Färbung der Zellen mit Alcianblau und Gegenfärbung mit Kernechtrot. 
Originale Vergrößerung 1000x. Bilder hier gleichartig digital helligkeits- und kontrastverstärkt. 

Zu immaturen Makrophagen differenzierte U937-Zellen (PMA) färbten sich nach der Inkubation 

mit dPGS sowie dPGSamin (Sulfatierungsgrad: DS = 70–90 %) mit Alcianblau an. Optisch zeig-

ten sich zwischen den Zellen, die mit dPGS oder mit dPGSamin (DS = 70–90 %) inkubiert wor-

den waren, keine eindeutigen Unterschiede in der Färbung. Die angefärbten Zellkompartimente 

konnten nicht abgegrenzt werden. Dennoch wurde eine inhomogene Verteilung der intrazellulä-

ren Färbung deutlich. Die Färbeintensität unterschied sich jedoch bei gleich inkubierten Zellen 

erheblich. Es konnten z. T. auch Zellen nachgewiesen werden, die nicht oder nur gering mit Al-

cianblau angefärbt waren. 

Bei Makrophagen, die mit dPGSamin-45 % und -15 % Sulfat inkubiert worden waren, konnte 

keine Alcianblaufärbung in den Zellen nachgewiesen werden. Die Kontrollzellen färbten sich 

nicht mit Alcianblau an, sondern waren nur einheitlich durch Kernechtrot gefärbt. 

Auf allen Deckgläsern waren gut erhaltene Zellgruppen nachweisbar. 

(d) Kontrolle 

(a) dPGS-90 % (c) dPGSamin-70 % 

(e) dPGSamin-45 % (f) dPGSamin-15 % 

(b) dPGSamin–80 % 
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3.4. Analyse ICC-markierter dPGS-Konjugate 

dPGS-Derivate können möglicherweise mit Toluidin- und Alcianblau angefärbt werden. Eine 

Quantifizierung dieser Färbemethoden war jedoch nicht möglich. Für Aufnahme- und Eliminati-

onskinetiken war es deshalb notwendig, quantifizierbare Methoden durchführen zu können 

(Durchflusszytometrie). Deshalb wurden dPGS-Konjugate mit dem Fluoreszenzfarbstoff ICC 

markiert (mivenion® GmbH, Berlin).  

3.4.1. Einfluss der ICC-Konjugation auf die Zytotoxizität 

Durch eine ICC-Konjugation wird die Struktur der Grundsubstanz verändert. Deshalb sollte un-

tersucht werden, ob die Zytotoxizität durch eine ICC-Konjugation der Substanzen beeinflusst 

wird. Dafür wurden die Substanzen PTX und PTX-ICC sowie dPGSamin-PTX-(6) und  

dPGSamin-PTX-(6)-ICC auf A431-Zellen inkubiert.  

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen sind in Abbildung 22 dargestellt. 
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Abbildung 22 
Die ICC-Konjugate PTX-ICC und dPGSamin-PTX-(6)-ICC wiesen im Vergleich zu PTX und 
dPGSamin-PTX-(6) erhöhte IC50-Werte auf. Bei der Inkubation mit PTX und PTX-ICC kam es zu 
einer Abweichung vom regelhaften Verlauf einer Konzentrations-Wirkungs-Beziehung 
(c = 1 nmol/l).  
Darstellung der In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung für die Inkubation von  
PTX/PTX-ICC und dPGSamin-PTX-(6)/dPGSamin-PTX-(6)-ICC auf A431-Zellen. n = 4 (PTX; 
PTX-ICC) bzw. n = 3 (dPGS-Konjugate). 

Aufgrund der in der Abbildung 22 erkennbaren Abweichung von einer regelhaften Konzentrati-

ons-Wirkungs-Beziehung bei PTX/PTX-ICC wurde diese Konzentration bei der Berechnung der 

IC50-Werte ausgeschlossen. Die errechneten IC50-Werte sind in Tabelle 17 dargestellt. 

  

c 

c 
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Tabelle 17 
Übersicht über errechnete IC50-Werte für die Inkubation von PTX/PTX-ICC und  
dPGSamin-PTX-(6)/dPGSamin-PTX-(6)-ICC bei A431-Zellen. Angabe der Anzahl unabhängiger 
Versuche, der 95 % Konfidenzintervalle (95 % C. I.) und des Bestimmtheitsmaßes (R²).  
* Ausschluss der Konzentration c = 1 nmol/l in der Berechnung. 

Substanz 
 IC50-Wert 

[nmol/l] 

95 % C. I. 

[nmol/l] 
R²  

PTX* n = 4 1,6 0,9–2,9 0,81 

PTX-ICC* n = 4 8,9 5,5–14,3 0,61 

dPGSamin-PTX-(6) n = 3 14,2 10,3–19,6 0,88 

dPGSamin-PTX-(6)-ICC n = 3 51,5 37–71,0 0,86 

 

Der IC50-Wert von PTX (IC50 = 1,6 nmol/l; 95 % C. I. = 0,9–2,9 nmol/l) war gegenüber PTX-

ICC (IC50 = 8,9 nmol/l; 95 % C. I. = 5,5–14,3 nmol/l) signifikant vermindert (Intervallvergleich). 

Die Bestimmtheitsmaße von PTX (R² = 0,81) und PTX-ICC (R² = 0,61) unterschieden sich deut-

lich. 

Der IC50-Wert für dPGSamin-PTX-(6) (IC50 = 14,2 nmol/l; 95 % C. I. = 10,3–19,6 nmol/l) war 

gegenüber dem IC50-Wert von dPGSamin-PTX-(6)-ICC (IC50 = 51,5 nmol/l;  

95 % C. I. = 37,3–71,0 nmol/l) signifikant vermindert (Intervallvergleich). Die Bestimmtheits-

maße der Funktionen waren mit R2 = 0,88 bzw. R² = 0,86 für beide Substanzen vergleichbar gut. 

3.4.2. Absorptionsanalyse 

Durch eine Konjugation können optische Eigenschaften von Farbstoffen geändert werden. Des-

halb sollte untersucht werden, ob sich die ICC-Konjugate hinsichtlich der Absorptionsspektren 

unterscheiden. Veränderungen der Absorption sind für die Durchführung und Interpretation fluo-

reszenzmikroskopischer und durchflusszytometrischer Daten von Bedeutung. Deshalb wurden 

die ICC-Konjugate dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC, dPGamin-PTX-ICC und  

PTX-ICC im Spektrophotometer analysiert. Um einen Vergleich mit Versuchen dieser Arbeit zu 

ermöglichen, in denen die Fluorochromkonjugate genutzt wurden, wurde die Konzentration be-

zogen auf das Gesamtmolekulargewicht und nicht auf den molaren Anteil des ICC am Konjugat 

berechnet. 

Abbildung 23 stellt die Absorptionsspektren der Konjugate dar. 
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Abbildung 23 
Die Konjugate unterschieden sich nur geringfügig in der Wellenlänge des Absorptionsmaximums. 
Darstellung der Absorptionsspektren für PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGamin-PTX-ICC 
und dPGSamin-ICC. c = 10 µ mol/l (bezogen auf das Gesamtmolekulargewicht). Messbereich von 
λ = 400–800 nm; Messabstand: ∆λ = 1 nm. n = 1. 

In den Spektren zeigte sich, dass die Konjugate eine unterschiedlich starke Absorption und ge-

ringfügige Verschiebungen der Wellenlänge des Absorptionsmaximums aufwiesen. Die Absorp-

tionsmaxima von dPGamin-PTX-ICC und PTX-ICC (λmax = 562 nm) waren um circa λ = 10 nm 

im Vergleich zu den beiden Konjugaten dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSamin-ICC 

(λmax = 551/552 nm) verschoben. 

Die Absorptionsmaxima (Amax) für dPGamin-PTX-ICC und dPGSamin-ICC lagen im Bereich 

von Amax ≈ 0,19 während sich die Absorptionsmaxima für dPGSamin-PTX-(6)-ICC (Amax = 0,27) 

und PTX-ICC (Amax = 1,15) davon unterschieden. 

Für die Anregung bei λ = 488 nm (FACSCalibur™: Argon-Laser-Linie λArgon = 488 nm) ergaben 

sich für die Konjugate unterschiedliche prozentuale Anteile der maximalen Absorption  

(Tabelle 18).  
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Tabelle 18 
Übersicht über die ICC-Konjugate PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC und  
dPGamin-PTX-ICC hinsichtl ich des molaren Anteils von ICC am Gesamtmolekül, der  
Absorption (A) bei c = 10 µ mol/l (bezogen auf das Gesamtmolekulargewicht) und der prozentua-
len Absorption im Vergleich zum jeweil igen Anregungsmaximum bei λ = 488 nm (vgl. 
FACSCalibur™-Laserlinie). 

Konjugat ICC-Konjugation Amax A bei 

λ = 488 nm  

[% der max. 

Absorption] 

PTX-ICC 1 mol ICC/1 mol PTX 1,15; bei 562 nm 14 % 

dPGSamin-PTX-(6)-ICC 0,2 mol ICC/1 mol dPGS 0,27; bei 552/553 nm 20 % 

dPGSamin-ICC  0,4 mol ICC/1 mol dPGS 0,193; bei 551 nm 23 % 

dPGamin-PTX-ICC 0,2 mol ICC/1 mol dPG 0,191; bei 562 nm 14 % 

 

3.4.3. Fluoreszenzanalyse 

Neben der Absorption sollten auch die Fluoreszenzintensitäten in Hinblick auf die 

FACSCalibur™-Konfiguration untersucht werden. 

Abbildung 24 zeigt die Fluoreszenzemission bei λEm = 590/20 nm in Abhängigkeit von der Kon-

zentration der genannten Konjugate (λEx = 485/20 nm). 
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Abbildung 24 
Die Konjugate PTX-ICC, dPGamin-PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSamin-ICC unter-
schieden sich in ihrer Fluoreszenz. Insbesondere bei PTX-ICC traten Quenching-Effekte bei 
c = 10 µ mol/l auf. 
Darstellung der Fluoreszenzintensität der Substanzen PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC,  
dPGamin-PTX-ICC und dPGSamin-ICC in Abhängigkeit von der Konzentration (bezogen auf das 
Gesamtmolekulargewicht). Anregung von λEx = 485/20 nm; Emissionsmessung λEm = 590/20 nm. 
n = 1 (Quadrupel). Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. Die SD wird meist durch die Markierung 
überdeckt. 

Die Fluoreszenz der Konjugate zeigte deutliche Unterschiede. Während PTX-ICC die größte 

Fluoreszenz (F; [E]) aufwies (F = 454 E [c = 1 µmol/l]), zeigten die Konjugate  

dPGSamin-PTX-(6)-ICC (F = 72 E [c = 1 µmol/l]) und dPGamin-PTX-ICC (F = 75 E 

[c = 1 µmol/l]) vergleichbare Fluoreszenzintensitäten. Für das Konjugat dPGSamin-ICC konnte 

mit F = 23 E (c = 1 µmol/l) die niedrigste Fluoreszenz der vier Substanzen gemessen werden. 

Der Zusammenhang zwischen Konzentration und Fluoreszenz war dabei insbesondere für  

PTX-ICC nicht über den gesamten Stoffmengenbereich linear – es kam zum Quenching 

(c = 10 µmol/l). Wurde ein anderer Filtersatz genutzt (λEx = 530/25 nm; λEm = 590/20 nm), zeig-

ten sich insgesamt höhere Fluoreszenzen und ein verstärktes Quenching (Daten nicht gezeigt). 
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3.5. Aufnahme und Elimination in vitro 

Aus früheren Untersuchungen ist bekannt, dass dPGS-Fluorochrom-Konjugate in Tumorzellen 

aufgenommen werden [144, 153]. Zusätzlich war dPGSamin-PTX-(6) bei verschiedenen Zellli-

nien zytotoxisch wirksam (Kapitel 3.2.2.), sodass für dieses Konjugat von einer zellulären Auf-

nahme ausgegangen werden könnte. 

3.5.1. Aufnahme von PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC und 

dPGamin-PTX-ICC in A431-Zellen 

Aufnahmeanalyse mittels Durchflusszytometrie 

Die folgenden Ergebnisse und Graphiken sind bereits veröffentlicht worden: [155, 199]. 

 

Für die Aufnahmeanalyse wurden die Substanzen PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC,  

dPGSamin-ICC und dPGamin-PTX-ICC auf A431-Zellen inkubiert und die Zellen hinsichtlich 

ihrer Fluoreszenz untersucht (Durchflusszytometrie). 

Abbildung 25 zeigt die gemessenen Fluoreszenzen (t = 0,25–48 h). 
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Abbildung 25 
Die untersuchten Substanzen zeigten unterschiedliche Kinetiken der Fluoreszenzzunahme. Wäh-
rend die Fluoreszenz von PTX-ICC logarithmisch zunahm, zeigten mit dPGSamin-PTX-(6)-ICC 
inkubierte Zellen eine l ineare Kinetik der Fluoreszenzzunahme ohne Sättigungsplateau. 
Die Fluoreszenzzunahme bei dPGSamin-ICC-Inkubation erfolgte primär linear, stagnierte jedoch 
im Verlauf. Die Fluoreszenz von mit dPGamin-PTX-ICC inkubierten Zellen erhöhte sich insbe-
sondere in den ersten Stunden nur geringfügig über das Kontrollniveau (F = 0). 
Verlauf der Fluoreszenzintensität von A431-Zellen bei Inkubation von PTX-ICC,  
dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC und dPGamin-PTX-ICC in Abhängigkeit von der Inkuba-
tionszeit (t).  Dargestellt ist der Mittelwert von vier Messungen ± 1 SD aus n = 2 unabhängigen 
Experimenten. Aus Gründen der Übersicht sind die Graphen getrennt. 
Die Fluoreszenzquantitäten können aufgrund unterschiedlich starker Fluoreszenzintensitäten der 
einzelnen Konjugate nicht untereinander verglichen werden. 
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PTX-ICC-inkubierte Zellen zeigten eine logarithmische Zunahme der Fluoreszenz mit zwei Ab-

weichungen von dieser Kinetik (t = 2 h; t = 4 h). Die prozentual größte Zunahme der Fluoreszenz 

für PTX-ICC konnte während der ersten acht Stunden Inkubationszeit verzeichnet werden. Es 

kam auch nach t = 24 h zu einer geringen Fluoreszenzzunahme, wobei sich die Aufnahme von 

PTX-ICC jedoch einem Sättigungsplateau annäherte. 

Im Gegensatz dazu nahm die Fluoreszenz nach dPGSamin-PTX-(6)-ICC-Inkubation mit einer 

linearen Kinetik zu. Ein Sättigungsplateau oder eine Reduktion der Fluoreszenzzunahme konnten 

innerhalb von tmax = 48 h nicht nachgewiesen werden. 

Die Kinetik der Fluoreszenzzunahme von dPGSamin-ICC war im Zeitintervall bis t ≈ 10 h eben-

falls linear. Die Zunahme der Fluoreszenz verminderte sich jedoch im Vergleich zu den ersten 

Stunden und es wurde eine Sättigung der Fluoreszenzzunahme ab dem Zeitpunkt von t ≈ 24 h 

gemessen. 

Die Zunahme der Fluoreszenz von mit dPGamin-PTX-ICC-inkubierten Zellen erfolgte nur mar-

ginal. Insbesondere bei Inkubationszeiten mit t < 12 h wurden nur geringgradig über den Kon-

trollzellen liegende Fluoreszenzwerte ermittelt. dPGamin-PTX-ICC fluoreszierte in der Fluores-

zenzanalyse, sodass hier von einer korrekten Fluoreszenz-Messung ausgegangen werden kann. 

Im Verlauf der Inkubation von PTX-ICC und dPGSamin-PTX-(6)-ICC nahm die Menge an 

Zelldebris in den Scattergrammen zu (Daten nicht gezeigt). Bei höheren Inkubationszeiten wurde 

eine Verbreiterung der FL2-Height-Messhistogramme insbesondere bei PTX-ICC,  

dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGamin-PTX-ICC beobachtet (Daten hier nicht gezeigt)  

(vgl. [155]). Dies deutete auf eine zunehmende Diversität der Fluoreszenzsignalintensität in der 

gemessenen Zellpopulation hin. Bei der Inkubation von dPGSamin-PTX-(6)-ICC, PTX-ICC und 

dPGamin-PTX-ICC nahmen mit zunehmender Inkubationszeit die Zellgröße und -granularität 

(forward scatter/side scatter) im Vergleich zu dPGSamin-ICC zu (Daten nicht gezeigt). 

Aufnahmeanalyse von dPGSamin-PTX-(6)-ICC in der Fluoreszenzmikroskopie 

Die folgenden Ergebnisse und Abbildungen sind bereits veröffentlicht worden: [155, 201]. 

 

Die durch die Durchflusszytometrie ermittelten Werte für dPGSamin-PTX-(6)-ICC sollten mik-

roskopisch verifiziert werden, um die intrazelluläre Lokalisation genauer beurteilen zu können. 

Dazu wurden A431-Zellen mit dPGSamin-PTX-(6)-ICC inkubiert und anschließend fluores-

zenzmikroskopisch untersucht. 

Abbildung 26 zeigt repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. 
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Abbildung 26 
dPGSamin-PTX-(6)-ICC (rot) reicherte sich im Verlauf der Inkubationszeit zunehmend intrazellu-
lär an. Fragmentierte Zellkerne waren nach t = 24 h Inkubation erkennbar (Pfeilmarkierung in [f]).  
Repräsentative Aufnahmen von A431-Zellen nach Inkubation von c = 1µ mol/l  
dPGSamin-PTX-(6)-ICC für t = 0,5 h; 1 h; 3 h; 24 h. (a) Negativkontrolle. Kernfärbung mit DAPI 
(blau); ICC (rot). Originale Vergrößerung: (a–e) 450x; (f) 650x. Ausschnitte in (b) und (d) digital 
vergrößert. Alle Bilder hier gleichartig digital hell igkeits- und kontrastverstärkt. 

Zu den Zeitpunkten t = 0,5 h und t = 1 h waren im Vergleich zu den späteren Untersuchungszeit-

punkten nur geringe Fluoreszenzsignalintensitäten in den Zellen darstellbar. Insbesondere bei 

t = 0,5 h zeigte sich eine vermutlich plasmamembrannahe Lokalisation von verstärkten Fluores-

zenzsignalen (Abbildung 26; Vergrößerung Bild [b]; Pfeilmarkierung). Nach t = 3 h Inkubati-

onszeit waren bereits deutliche Fluoreszenzsignale von dPGSamin-PTX-(6)-ICC innerhalb der 

Zellen sichtbar (perinukleär). Eine hohe Fluoreszenzsignalintensität konnte nach t = 24 h Inkuba-

tionszeit gesehen werden. Die Zellkernareale zeigten sich fast vollständig fluoreszenzfrei. Ein-

zelne Überlagerungen von Zellkern und dPGSamin-PTX-(6)-ICC-Fluoreszenz entstanden mög-

licherweise durch die nichtkonfokale Mikroskopiertechnik. 

Nach der 24-stündigen Inkubation wiesen die Zellkerne Zeichen der Fragmentierung auf (Abbil-

dung 26 [f]; Pfeilmarkierung). Die Zellkernform bei den anderen dargestellten Inkubationszeiten 

ist unregelmäßig, jedoch nicht fragmentiert. Die Negativkontrolle war von einer unspezifischen 

ICC-Fluoreszenz frei. 

 (a) Negativkontrolle  (b) t = 0,5 h  (c) t = 1 h 

 (d) t = 3 h (e) t=24h  (f) t = 24 h  (e) t = 24 h 
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3.5.2. Elimination von dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSamin-ICC in vitro 

Die folgenden Ergebnisse und Graphiken sind bereits veröffentlicht worden: [155]. 

 

Die intrazelluläre Retention von Zytostatika ist ein wichtiger pharmakologischer Parameter. In 

vergleichbaren Voruntersuchungen mit einem dPGS-ICC-Derivat konnte, trotz einer verminder-

ten Fluoreszenzintensität, auch noch nach t = 48 h Fluoreszenz in den Zellen nachgewiesen  

werden [161]. Aufgrund des zytotoxisch aktiven Anteils am dPGSamin-PTX-(6)-ICC sollte die 

intrazelluläre Retention im Vergleich zu dPGSamin-ICC untersucht werden. Dazu wurden  

A431-Zellen für t = 24 h mit beiden Konjugaten vorinkubiert und erhielten anschließend einen 

Mediumwechsel mit substanzfreiem Medium (Zeitpunkt to). 

Abbildung 27 zeigt die relativen Fluoreszenzintensitäten (t0 = Zeitpunkt des Mediumwechsels; 

Fluoreszenz [F] zum Zeitpunkt t0: Ft0 = 100 %). 

 
Abbildung 27 
Im Vergleich zu dPGSamin-ICC verminderte sich die Fluoreszenz von dPGSamin-PTX-(6)-ICC 
aus A431-Zellen nur verlangsamt. 
Darstellung der Elimination von dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSamin-ICC aus A431-Zellen 
nach einer Vorinkubation für t = 24 h und anschließendem Mediumwechsel (= t0). Dargestellt ist 
der Mittelwert der medianen Fluoreszenz von n = 2 unabhängigen Experimenten in Triplettmes-
sung ± SD. Die Normierung erfolgte bezogen auf t0. 

Die In-vitro-Elimination, gemessen als Verminderung der Fluoreszenz, von  

dPGSamin-PTX-(6)-ICC aus A431-Zellen war im Vergleich zu dPGSamin-ICC verlangsamt. 

Während die Halbwertszeit für dPGSamin-PTX-(6)-ICC t1/2 > 48 h betrug, konnte für  

dPGSamin-ICC eine Halbwertszeit von t1/2 ≈ 19 h ermittelt werden. 
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Die Fluoreszenz der mit dPGSamin-PTX-(6)-ICC vorinkubierten Zellen blieb in den ersten 

Stunden undulierend konstant. Zum Zeitpunkt t = 12 h waren für dieses Konjugat Ft12h = 95±5 % 

der Fluoreszenz von Ft0 messbar. Eine Fluoreszenz von F = 67±3 % des Ausgangswertes wurde 

t = 48 h nach Zugabe des substanzfreien Mediums gemessen. 

Im Vergleich dazu war die Fluoreszenz von dPGSamin-ICC bereits nach den ersten 12 Stunden 

auf Ft12h = 65±4 % abgesunken und betrug t = 48 h nach dem Mediumwechsel F = 21±5 % des 

Ausgangswertes. 

3.5.3. Mikroskopische Untersuchung der Aufnahme von dPGSamin-DXR-(1) 

Das Konjugat dPGSamin-DXR-(1) wies im Zytotoxizitätsscreening im Vergleich zu DXR ein 

deutlich vermindertes zytotoxisches Potential auf. Es sollte untersucht werden, ob  

dPGS-amin-DXR-(1) in Zellen aufgenommen wurde und ob der DXR-Anteil des Polymers im 

Zellkern nachweisbar ist. Dafür wurden die Fluoreszenzeigenschaften von DXR genutzt [202] 

und A431-Zellen mit DXR und dPGSamin-DXR-(1) inkubiert.  

Abbildung 28 zeigt repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. 
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Abbildung 28 
DXR-Fluoreszenz (rot) und Zellkernsignal (blau) überlagerten sich im Verlauf der Inkubations-
zeit. Die Fluoreszenz von dPGSamin-DXR-(1) verblieb perinukleär lokalisiert. 
Repräsentative mikroskopische Aufnahmen von A431-Zellen nach Inkubation von DXR und 
dPGSamin-DXR-(1) für t = 1 h und t = 6 h (c = 1 µ mol/l). Kernfärbung mit DAPI (blau).  
DXR (rot). Die Überlagerungen von Zellkern und DXR erscheinen violett.  
Originale Vergrößerung 400x (a, b) bzw. 650x (c, d). Bilder hier gleichartig digital kontrast- und 
helligkeitsverstärkt. 

Bereits nach einer Stunde Inkubation von DXR auf A431-Zellen zeigte sich eine geringe, unvoll-

ständige Überlagerung von Zellkernfärbung und der DXR-Fluoreszenz. Nach einer Inkubations-

zeit von t = 6 h konnte eine vollständige Überlagerung von Zellkernsignal und DXR dargestellt 

werden, wobei fluoreszenzmikroskopisch nur geringe DXR-Fluoreszenzen im zellkern-

umgebenden Bereich abgebildet wurden. 

Nach der Inkubation von dPGSamin-DXR-(1) (t = 1 h) wurden Fluoreszenzsignale vorwiegend 

perinukleär nachgewiesen. Auch nach einer Inkubationszeit von t = 6 h zeigte sich keine eindeu-

tige, großflächige Überlagerung der Fluoreszenzen, die auf einen Übergang von  

dPGSamin-DXR-(1)/des DXR-Anteils in den Zellkern hingewiesen hätten. Eine vereinzelte und 

nur geringe Überlagerung der Fluoreszenz von Zellkern und dPGSamin-DXR-(1) war auf die 

nichtkonfokale Mikroskopiertechnik zurückzuführen. 

(a) t = 1 h DXR (b) t = 1 h dPGSamin-DXR-(1) 

(d) t = 6 h dPGSamin-DXR-(1) (c) t = 6 h DXR 
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Für beide Substanzen konnte keine Veränderung der Zellkernmorphologie innerhalb des Inkuba-

tionszeitraumes festgestellt werden. 

3.6. Nachweis der Wirkmechanismen für PTX und dPGSamin-PTX-(6) in vitro 

3.6.1. G2/M-Arrest nach Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) 

Die Wirkung von PTX wird u. a. durch die Stabilisierung der Mikrotubuli und dem daraus fol-

genden G2/M-Arrest der Zellen vermittelt [58]. Zum Nachweis des G2/M Arrestes wurden  

A431-Zellen mit PTX, dPGSamin-PTX-(6), dPGSamin und dPGamin-PTX inkubiert 

(c = 10 nmol/l; bezogen auf das Gesamtmolekulargewicht) und der DNA-Gehalt mittels Propidi-

umiodid-Färbung gemessen (Durchflusszytometrie). 

Die zu einer korrekten Auswertung notwendige Eliminierung von Zell-Dubletten/Tripletten er-

folgte durch ein Gate im FL2-Area/FL2-Width-Scattergramm (Abbildung 29 (a)). Als interne 

Messkontrolle wurde der lineare Zusammenhang von FL2-Area und FL2-Height genutzt, der 

sich in jeder Messprobe regelrecht linear darstellte (repräsentativ in Abbildung 29 [b]). 

 

 
Abbildung 29 
(a) Repräsentative Abbildung eines FL2-Area/FL2-Width-Scattergramms mit Darstellung des  
Gates zur Eliminierung von Zell-Dubletten/Tripletten (t = 12 h; dPGSamin-PTX-(6); Probe 1). 
(b) Repräsentative Darstellung des l inearen Zusammenhanges von FL2-Area und FL2-Height als 
interne Messkontrolle zur korrekten Auswahl analysierter Zellen (gegated nach Abbildung 29 [a];  
t = 12 h; dPGSamin-PTX-(6); Probe 1). 

In Abbildung 30 sind repräsentative DNA-Gehaltsmessungen jeweils einer der drei Messungen 

dargestellt. Der gemittelte Anteil von Zellen in der G2/M-Phase ist angegeben (Triplettmessung). 

(a) (b) 
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Abbildung 30 
Nach der Inkubation von PTX für t = 12 h war ein im Vergleich zum G1-Anteil deutlich erhöhter 
G2-Anteil sichtbar, während nach der Inkubation von dPGSamin-PTX-(6) ein numerisch nur ge-
ring erhöhter G2-Anteil gefunden wurde. Ein dazu vergleichbares Ergebnis wurde auch bei  
dPGamin-PTX ermittelt,  während dPGSamin zu keiner Erhöhung des G2-Anteils führte 
(c = 10 nmol/l bezogen auf das Gesamtmolekulargewicht). 
Repräsentative FL2-Area-Histogramme zur Darstellung des DNA-Gehaltes mit Propidiumiodid bei 
A431-Zellen und der Berechnung der Zellzyklusphasen nach Inkubation von PTX;  
dPGSamin-PTX-(6); dPGamin-PTX und dPGSamin. Mediuminkubation in der Kontrolle. Triplett-
messung; Darstellung einer Messprobe je Messzeit mit Angabe des G2-Anteils (MW ± SD).  
Schwarze Linie: Messdaten; grüne Linie: genutztes Modell zur Berechnung; rote Linien: Eintei-
lung des Modells in G1/G2- und S-Phase bzw. Peak der G1/G2-Phase. 
* Das der Berechnung zugrunde liegende Modell war aufgrund eines erhöhten Hinter-
grund/Aggregat/Debris-Anteils im Vergleich zu den anderen Messwerten nur eingeschränkt inter-
pretierbar und konnte nicht als adäquat angenommen werden [203]. Der erhöhte G2M-Anteil, ver-
glichen mit dem G1-Anteil, war jedoch eindeutig im Histogramm ersichtlich. 
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Anhand der DNA-Gehaltsmessungen wurden die Zellzyklusphasen ermittelt. 

Für die Mediumkontrolle zeigte sich nach t = 12 h ein regelrechter Zellzyklus mit einem  

G2/M-Anteil (G2) von G2 = 17±1 % (MW ± SD). Nach einer PTX-Inkubation wurde im Histo-

gramm ein gegenüber der G1-Phase deutlich erhöhter G2/M-Anteil gefunden. Die ermittelten 

numerischen Werte (G2 = 74±2 %) waren jedoch aufgrund des deutlich erhöhten Hinter-

grund/Aggregat/Debris-Anteils in der Messung nur eingeschränkt interpretierbar [203] (keine 

Signifikanztestung). Der im Vergleich zum G1-Anteil deutlich erhöhte G2-Anteil war im oben 

gezeigten Histogramm jedoch eindeutig erkennbar. 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe führten sowohl dPGSamin-PTX-(6) als auch dPGamin-PTX zu 

einem nur geringfügigen Anstieg des mittleren G2/M-Anteils auf G2 = 20±2 % bzw. 

G2 = 20±1 % (keine Signifikanztestung). 

Das Kontrollpolymer dPGSamin führte zu keiner numerischen Erhöhung der  

G2/M-Fraktion (G2 = 16±1 %). 

3.6.2. Beeinflussung der Tubulinverteilung durch PTX und dPGSamin-PTX-(6) 

Die folgenden Ergebnisse und Abbildungen sind bereits veröffentlicht worden: [155, 201, 204, 

205]. 

 

Die Beeinflussung mikrotubulärer Strukturen durch PTX kann histologisch dargestellt  

werden [58]. Zum Nachweis, dass auch dPGSamin-PTX-(6) die Tubulinverteilung beeinflusst, 

wurden immunzytochemische Färbungen von α-Tubulin durchgeführt. Gleichzeitig sollte unter-

sucht werden, ob auch dPGamin-PTX die Tubulinverteilung verändert. 

Abbildung 31 zeigt repräsentative konfokalmikroskopische Aufnahmen. 
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Abbildung 31 
Nach Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) stell te sich Tubulin in Bündeln aggregiert dar. 
Vergleichbare Tubulinveränderungen wurden auch durch dPGamin-PTX erreicht. dPGSamin be-
einflusste die Verteilung von Tubulin nicht. Die Pfeilmarkierung in (a) weist auf eine mitotisch 
aktive Zelle. 
Repräsentative konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie-Aufnahmen von A431-Zellen inkubiert mit 
(a) Medium, (b) PTX, (c) dPGSamin-PTX-(6), (e) dPGSamin und (f) dPGamin-PTX 
(c = 100 nmol/l; t = 16 h). (d) Negativkontrolle ohne Primärantikörper. Immunzytochemische 
Färbung von α-Tubulin (grün) und Kernfärbung mit DAPI (blau). 
Originale Vergrößerung 630x. Konfokale Aufnahmen auf Zellkernebene. Bilder hier gleichartig 
digital kontrast- und hell igkeitsverstärkt. 

Die Darstellung von α-Tubulin in der Mediumkontrolle zeigte eine gleichmäßige zelluläre Ver-

teilung. Mitotisch aktive Zellen waren vereinzelt sichtbar (Abbildung 31 [a], Pfeilmarkierung) 

und deuteten auf eine proliferativ aktive Tumorzellpopulation hin. Die Zellkerne stellten sich 

unregelmäßig geformt, jedoch ohne Fragmentierungen dar. 

Sowohl nach der Inkubation von PTX als auch von dPGSamin-PTX-(6) zeigte sich eine deutli-

che Reduktion des gleichmäßig verteilten Tubulinanteils und es wurde eine verstärkte Aggrega-

tion in Form von Tubulinbündeln sichtbar. Einige Zellkerne wiesen Fragmentierungen auf. 

Auch nach der Inkubation von dPGamin-PTX zeigte sich eine Reduktion der gleichmäßig ver-

teilten Tubulin-Anteile bei einer gleichzeitigen Aggregation von Tubulinbündeln. In diesem Prä-

(f) dPGamin-PTX 

(a) Mediumkontrolle  (b) PTX (c) dPGSamin-PTX-(6) 

(d) Negativkontrolle (e) dPGSamin 
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parat waren ebenfalls deutlich fragmentierte Zellkerne sichtbar. Das histologische Bild gleicht 

damit der Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6). 

Die Inkubation mit dPGSamin führte zu keiner sichtbaren Veränderung der Verteilung von Tu-

bulin oder zu dessen Aggregation. Zellen und Zellkerne waren in Form und Größe mit denen der 

Mediumkontrolle vergleichbar. 

Die Negativkontrolle (ohne Primärantikörper) wies keine unspezifischen Signale auf. 
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4. Diskussion 

4.1. Wirkung und Wirksamkeit von dPGS in vivo 

Um Aussagen zur Anwendbarkeit, der Wirksamkeit und der potentiellen Anreicherung von 

dPGS in Tumoren treffen zu können, wurde dPGS an einem humanen Lungentumor im thy-

musaplastischen Mausmodell untersucht. 

4.1.1. Wirkung und Wirksamkeit von dPGS  

Einfluss der dPGS-Behandlung auf das Körpergewicht und das Verhalten der Tiere 

Zur Untersuchung von UAW einer dPGS-Behandlung wurden Körpergewicht und Verhalten der 

Tiere als Surrogatparameter analysiert. Am Tag 12 nach Implantation der Tumorzellen (1. Be-

handlungstag) unterschieden sich die Tiere signifikant in ihrem Körpergewicht. Bei den relativen 

Körpergewichten konnte jedoch in den nachfolgenden Messungen zwischen Behandlungs- und 

Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied gefunden werden. Letale oder toxische Wirkun-

gen der dPGS-Behandlung wurden nicht auffällig [195]. 

Die fehlenden toxischen/letalen Wirkungen und der mit der Kotrollgruppe vergleichbare relative 

Gewichtsverlauf deuteten auf eine gute In-vivo-Verträglichkeit des dPGS-Polymers hin und sind 

zu vorherigen Ergebnissen von dPGS-Derivaten in In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen kon-

form, die ebenfalls auf eine gute Verträglichkeit schließen ließen [144, 152, 154, 155]. Dem fol-

gend könnte die zukünftig verabreichte Dosis erhöht werden [195]. 

Anzumerken ist, dass der Verlauf des Körpergewichtes nicht an gesunden Tieren, sondern an 

immuninkompetenten Mäusen mit einem Tumor-Xenograft untersucht worden ist, wodurch das 

Körpergewicht beeinflusst worden sein könnte. Für generelle Aussagen zum Einfluss von dPGS 

auf das Körpergewicht sind deshalb Untersuchungen an gesunden Tieren ohne Xenograft not-

wendig. Auch der Einfluss von dPGS auf die Tumorvolumina könnte die Körpergewichte beein-

flusst haben. Die Tumorvolumina konnten jedoch nicht aus der Körpergewichtsanalyse elimi-

niert werden. 

Trotz einer Nachbeobachtungsperiode (14 Tage) könnten UAW möglicherweise nicht nachge-

wiesen worden sein, da der Untersuchungszeitpunkt zu frühzeitig gewählt wurde [206]. Deshalb 

sind Langzeituntersuchungen mit einer dPGS-Behandlung notwendig. Gleichzeitig war die ge-

wählte Tierzahl mit n = 6 Tieren/Gruppe sehr gering. Niedrig ausgeprägte Effekte könnten als 

nicht signifikant nachgewiesen bzw. bei seltenem Auftreten auch nicht registriert worden sein. 
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Zukünftig sollten zusätzlich Blutbild und die klinische Chemie als Surrogatparameter für den 

Einfluss von dPGS auf die Organfunktionen untersucht werden. Untersuchungen der Arbeits-

gruppe zu dPGS-Therapien in anderen Modellen zeigten bislang auf diese keinen Einfluss [159]. 

Dennoch sind diese Parameter bei einer möglichst hohen Anzahl von Tieren und Modellen sys-

tematisch zu untersuchen, um seltene bzw. gering ausgeprägte Effekte feststellen zu können. 

Einfluss der dPGS-Behandlung auf die Tumorvolumina 

Da dPGS vielfältige biologische Wirkungen, bspw. Bindungsfähigkeiten für Zytokine und 

Wachstumsfaktoren, aufweist [157], sollte untersucht werden, ob das Polymer das Tumorwachs-

tum beeinflussen könnte. 

Die Behandlung mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS verminderte den Median des relativen Tumorvo-

lumens am Ende der Behandlungs- bzw. der Nachbeobachtungsperiode (n. s.). Im Vergleich zur 

Kontrollgruppe wies die mit D = 10 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe z. T. einen höheren 

Median der relativen Tumorvolumina auf. Eine dPGS-Behandlung beeinflusste damit vermutlich 

das Tumorvolumen. Aufgrund fehlender Signifikanz ist dieses Ergebnis zu bestätigen und das 

Optimum der möglichen Dosis-Wirkungs-Beziehung in weiteren Untersuchungen zu bestimmen. 

Es wurde keine Reduktion des Medians der relativen Tumorvolumima unter den Ausgangswert 

am Beginn der Behandlung (Tag 12) gesehen. Die Wirkung von dPGS konnte damit als zytosta-

tisch interpretiert werden [206]. Ursächlich für diese Wirkung könnten unterschiedliche Mecha-

nismen sein. Das Polymer dPGS bindet VEGF (Kd = 100 nmol/l), HGF (Kd = 6 pmol/l) und 

TGF-β1 (Kd = 4 pmol/l) [157]. Untergruppen des VEGF sind entscheidende Faktoren der Angio-

genese und der Gefäßpermeabilität maligner Tumoren [207, 208]. HGF wirkt in vitro auf die hier 

untersuchten A549-Zellen proliferationsfördernd und könnte die Invasion begünstigen [209]. 

Gleichzeitig können A549-Zellen über IL-1 und basic fibroblast growth factor die  

HGF-Expression in Fibroblasten steigern [209], wodurch das Tumorwachstum unterhalten wer-

den würde. Das Polymer dPGS bindet auch TGF-β1 (Kd = 4 pmol/l) [157], dessen Einfluss auf 

Tumoren stadiumabhängig und differenziert von tumorsuppressiven zu tumorsupportiven Effek-

ten wechseln kann [210]. TGF-β1 trägt außerdem zur Invasion/Metastasierung von A549-Zellen 

bei und fördert die epithelial-mesenchymale Transition [211-213]. Auch die Expression von 

VEGF bei A549-Zellen und Mausfibroblasten wird durch TGF-β gefördert [214]. Untersuchun-

gen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass dPGS in vitro die Freisetzung von TGF-β1 aus der 

A549-Zelllinie vermindert [159]. Die genannten Faktoren sind möglicherweise durch eine Bin-

dung an dPGS biologisch inaktiviert worden, wodurch die Angiogenese und das Tumorwachs-
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tum im hier untersuchten Modell beeinflusst worden sein könnten. Die Sulfatgruppen besitzen 

eine zentrale Stellung in der Wirkungsvermittlung und der zellulären Aufnahme dendritischer 

Polyglycerolsulfate [144, 148, 152]. Die Ladungsabhängigkeit der Wirksamkeit von Polyglyce-

rolen wird dadurch hervorgehoben [145]. Zusätzlich besitzen auch der Verzweigungsgrad und 

die Größe von Polyglycerolen Einfluss auf die Wirksamkeit [151, 215]. Es ist aus den genannten 

Gründen davon auszugehen, dass auch im hier untersuchten Modell die vermittelte Wirkung auf 

Lungentumoren von der hohen Sulfatierung abhängig ist. Letzteres könnte mit der Anreicherung 

des dPGS und durch die mögliche Bindung der Faktoren begründet werden. Auf die Anreiche-

rung wird in den folgenden Kapiteln detailliert eingegangen. 

Die genutzte Tierzahl wurde mit n = 6 je Gruppe sehr niedrig gewählt, wodurch die Signifikanz 

dieser biologisch äußerst relevanten Reduktion des Medians der relativen Tumorvolumina nicht 

nachgewiesen werden konnte. Zusätzlich traten innerhalb der Gruppen große interindividuelle 

Unterschiede der relativen Tumorvolumina auf. 

Die genutzte Therapiestrategie (Administration von dPGS ab beginnender Palpationsmöglichkeit 

der Tumoren) stellt im Vergleich zu einem späteren Administrationsbeginn die „Frühstadium-

Strategie“ nach Kelland dar [206]. Diese reflektiert jedoch nicht die vorwiegende klinische Si-

tuation von Patienten [206]. Zusätzlich ist anzumerken, dass der Therapieversuch durch subkuta-

ne Injektionen erfolgt ist. Sollen dPGS-Wirkstoff-Konjugate über einen subkutanen Administra-

tionsweg verabreicht werden, ist die Toxizität des kovalent gebundenen Wirkstoffs auf das sub-

kutane Gewebe zu beachten (Zytostatika). 

Das genutzte Modell der thymusaplastischen Maus stellt eine etablierte Methode dar [206]. Den-

noch ist anzumerken, dass die subkutane Implantation der A549-Zellen nicht in humanes, son-

dern in murines Gewebe erfolgte [206]. Dies ist insbesondere von Bedeutung, da die Wirkung 

des dPGS möglicherweise auf dem Einfluss auf tumorumgebende Gewebe/Faktoren beruhen 

könnte und nicht primär auf eine zytotoxische Wirkung auf die Tumorzellen zurückzuführen ist. 

Zusätzlich ist in einem thymusaplastischen Mausmodell die Lymphozytenzahl deutlich vermin-

dert [173]. Das Immunsystem und im Speziellen intratumorale T-Zellen (cluster of differentiati-

on [CD]; CD4-CD8+) haben jedoch einen prognostisch begünstigenden Einfluss auf das klinische 

Outcome von Patienten [216, 217]. Es ist unbekannt, ob dPGS die Leukozytenzahlen in/um Tu-

moren immunkompetenter Organismen beeinflussen würde, da dPGS die Leukozytenextravasa-

tion in Entzündungsgewebe reduzieren kann [148]. Da sich dPGS jedoch in Inflammationsgewe-

ben anreichern kann [152, 154] und Karzinome/maligne Tumoren häufig mit Entzündungspro-
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zessen verbunden sind (vgl. Übersichten [2, 28]), könnte dies zu der Akkumulation von dPGS 

um Tumorprozesse und zum erfolgreichen Drug-Targeting von zytotoxisch aktiven Wirkstoffen 

beitragen. dPGS bindet weiterhin an P- und L-Selektine [148] und könnte damit – vergleichbar 

mit Heparin im Tiermodell – zu einer möglicherweise verminderten Metastasierung beitra- 

gen [218]. Die Beeinflussung des Tumorvolumens und der Metastasierung durch dPGS ist in 

immunkompetenten Organismen deshalb nur unsicher einzuschätzen. Die theoretischen Mecha-

nismen, insbesondere die Anreicherung, erscheinen jedoch für eine erfolgreiche Anwendung 

vielversprechend. 

Für die weitergehende Evaluation sollte eine größere Tieranzahl je Gruppe gewählt, die Dosis 

von dPGS erhöht [195] und orthotope A549-Modelle (bspw. nach [219]) genutzt werden. Letzte-

res ist notwendig, da der Implantationsort Auswirkungen auf Tumorwachstum,  

Metastasierung und die Ansprechrate von Therapeutika haben kann [220, 221]. 

4.1.2. Einfluss der dPGS-Behandlung auf Proliferation, Apoptose und NF-ĸB 

Eine Beeinflussung der Tumorvolumina wäre durch eine verminderte Proliferation und/oder 

durch eine erhöhte Apoptose begründbar. Einen repräsentativen Mechanismus stellt möglicher-

weise auch der Transkriptionsfaktor NF-κB dar, der durch dPGS gebunden werden  

kann [157, 158] und sowohl in anti- als auch pro-apoptotische Signalkaskaden integriert  

ist [35, 38]. 

Einfluss der Behandlung mit dPGS auf die Proliferation 

Die Behandlung der A549-Tumoren mit D = 30 mg/kg b.w. dPGS führte im Vergleich zur Kon-

trollgruppe zu einer signifikanten Reduktion von Ki-67-positiven Signalen bezogen auf die Zell-

kernfluoreszenz. Dieses Ergebnis war als Reduktion der Proliferation zu interpretieren und könn-

te ursächlich zur Beeinflussung der medianen Tumorvolumina beigetragen haben. 

Ki-67 repräsentiert einen sehr gut etablierten und vielfach genutzten Proliferationsmarker [196, 

222]. Dennoch ist anzumerken, dass auch nicht proliferierende Zellen trotz einer starken Expres-

sionsverminderung Ki-67-positiv sein können [222], sodass dieses Ergebnis in anderen Experi-

menten zu bestätigen ist. 

Für die Quantifizierung von IHC-Färbungen ist es notwendig, standardisierte Prozesse zu nutzen. 

Neben der Fixierungsmethode, der Antigenfreisetzung und der Wahl des spezifischen Antikör-

pers hat auch dessen Verdünnung Einfluss auf die Quantifizierung [223, 224]. In der vorliegen-

den Arbeit wurden standardisierte Protokolle, konstante Mikroskopeinstellungen sowie Auswer-



96 

 

 

tungsmethoden genutzt (Schwellenwertgrenzen bei ImageJ) und die Bleicheffekte der Fluores-

zenzfarbstoffe beachtet. Trotz sorgfältiger Auswahl konnte, biologisch bedingt (zu wenig vitales 

Gewebe, zu große Nekrosezone), nicht in jeder Aufnahme ein identisches Verhältnis von nekro-

tischem/apoptotischem zu zellkernmorphologisch intaktem Tumorgewebe untersucht werden. 

Die Ergebnisse waren deshalb nur im Zusammenhang mit der DAPI-Zellkernfärbung interpre-

tierbar. 

Einfluss der dPGS-Behandlung auf die Apoptose 

Neben der Proliferation könnte eine gesteigerte Apoptose mögliche Ursache einer Tumorvolu-

menverminderung sein. Deshalb wurde die aktivierte Caspase-3 untersucht, die als  

Effektor-Caspase zentral in den Apoptoseprozess integriert ist [197]. 

Die Behandlung der Lungentumoren mit D =10 und 30 mg/kg b.w. dPGS erhöhte den Median 

der Caspase-3/DAPI-positiven Signale (n. s.). Dies könnte auf eine erhöhte Apoptoserate hindeu-

ten und wäre mit den Resultaten der medianen Tumorvolumina bei D = 30 mg/kg b.w. dPGS 

konform. Das Ergebnis bleibt jedoch zu bestätigen. Neben der Wirkung als  

Effektor-Caspase [197] kann Caspase-3 jedoch auch die Zellmigration/Metastasierung von 

A549-Zellen begünstigen [225]. Gleichzeitig fördert sie die Produktion von Prostaglandin E2, 

welches die (Re-)Proliferation von Tumorzellen unterstützen kann [226, 227]. Die Auswirkun-

gen einer dPGS-Behandlung auf Zellmigration und Prostaglandin-E2-Produktion sollten demzu-

folge genauer studiert werden. 

Auf die methodischen Diskussionspunkte (Tierzahl, Signifikanz, Quantifizierung von immunhis-

tochemischen Färbungen) wurde zuvor bereits eingegangen. Sie gelten hier analog. 

Einfluss der dPGS-Behandlung auf NF-ĸB 

NF-ĸB und dessen Signalkaskaden stehen in Zusammenhang mit der Progression, der Neoangio-

genese, der Metastasierung sowie der Resistenzgewinnung von Tumoren [228]. Gleichzeitig ist 

die Rolle des NF-κB in der Apoptose uneindeutig [35, 38]. Zusätzlich kann durch die gleichzei-

tige Blockierung des NF-ĸB-Signalweges gemeinsam mit dem Akt-Signalweg die Zytostatika-

wirksamkeit erhöht werden [229]. Aufgrund dieser differenten Eigenschaften des NF-ĸB sollte 

untersucht werden, ob dPGS die Anzahl oder die räumliche Verteilung von aktiviertem, im Zell-

kern vorhandenem NF-κB beeinflusst. 

In der Analyse konnte jedoch kein eindeutiger numerischer bzw. räumlicher Unterschied der  

NF-κB-positiven Zellkerne zwischen den drei Gruppen am Ende der Beobachtungsperiode ge-

funden werden. Inwiefern die Bindung von dPGS an NF-ĸB während der Behandlungsperiode 
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stattgefunden hat, war jedoch nicht evaluierbar. Ob dPGS in vivo Einfluss auf die Verteilung von 

NF-κB in den Tumoren hatte, konnte deshalb nicht beurteilt werden. 

4.1.3. Nachweis sulfatierter Moleküle mit Alcian- und Toluidinblau 

Initial sollten Mastzellen als Immuneffektoren in Tumoren untersucht werden, da auch Nackt-

mäuse kutane Mastzellen besitzen [230]. Die Toluidinblaufärbung ist für die Färbung von Mast-

zellen und Muzinen bekannt [198, 231] und wird zur Darstellung dieser Zellen in der Arbeits-

gruppe genutzt. Die Alcian- und Toluidinblaufärbungen sollten jedoch auch für die Zellfärbung 

in vitro etabliert werden. Vorteil der Alcianblau- gegenüber der Toluidinblaufärbung ist die Un-

löslichkeit der Färbungspräzipitate in flüssigen Milieus [232]. Durch die Anwendung der Modi-

fikation der Alcianblaufärbung nach Lev et Spicer könnte die selektive Anfärbung von  

Sulfatgruppen [174] genutzt werden, um dPGS möglicherweise selektiv darzustellen. Theoreti-

sche Evidenz wird auch durch die Toluidinblau-Mastzellfärbung erbracht, deren Ergebnis auf der 

Färbung von Heparin in den Mastzellgranula beruht, welches, wie dPGS [143], ein anionisches, 

sulfatiertes Makromolekül repräsentiert [218]. Die Färbung des ebenfalls sulfatierten Wirkstoffes 

Suramin durch Alcianblau ist bekannt [233] und bestätigt das theoretische Prinzip, Wirkstoffe 

mit histologischen Farbstoffen anzufärben. 

Bei der Färbung mit Toluidin- und Alcianblau wurde eine vermehrte Färbung peritumoral ge-

funden, wenn die Tiere mit dPGS behandelt worden waren. Neben den mikroskopisch gut ab-

grenzbaren Zellen waren in beiden Behandlungsgruppen flächenhafte, bindegewebige Strukturen 

peritumoral angefärbt. 

In vitro färbt Toluidinblau Zellen, die mit dPGS, dPGSamin sowie dPGSamin-PTX-(6), nicht 

jedoch mit unsulfatiertem PTX oder dPGamin-ICC inkubiert wurden. Weitere In-vitro-

Untersuchungen zeigten die Möglichkeit der Zellfärbung mit Alcianblau, wenn Zellen zuvor mit 

dPGS (Sulfatierungsgrad mind. 70 %) inkubiert wurden. Niedrig bzw. unsulfatierte dPGS/dPG-

Derivate konnten hier als Negativkontrolle interpretiert werden, da diese nur in geringerem Maße 

und dPG nur marginal in Tumorzellen (A549) aufgenommen werden [144]. Insgesamt deuteten 

die Ergebnisse der histologischen und zytologischen Färbungen mit Alcian- und Toluidinblau 

auf eine selektive Anfärbung von dPGS(amin) hin. Dies konnte durch die selektive Färbung von 

dPGS in einem zellfreien System bestätigt werden (Gelelektrophorese mit Alcianblaufärbung; 

unveröffentlichte Daten; P. Welker, mivenion® GmbH, Berlin). Die Alcianblaufärbung wurde 

zwischenzeitlich mit lichtmikroskopisch-autoradiographischen Aufnahmen (dPG35S) in der Le-
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ber korreliert und zeigte eine gute Übereinstimmung von Alcianblaufärbung und Autoradiogra-

phie in Kupffer-Zellen [160]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Alcianblaufärbung, modifiziert nach Lev et  

Spicer [174], eine einfache, schnell durchführbare und preiswerte Methode gefunden, dPGS-

Derivate histologisch und zytologisch nachzuweisen. Da das Färbeergebnis in wässrigen Milieus 

stabil ist [232], können auf eine Alcianblaufärbung folgend weitere histologische Färbungen 

erfolgen. Die Methode ist unabhängig von Fluorochrom-Markierungen und den damit einherge-

henden Strukturänderungen des Moleküls. Die Alcianblaufärbung kann somit auch an Geweben 

bereits abgeschlossener Tierversuche zur nachträglichen Untersuchung v. a. pharmakokineti-

scher Fragestellungen genutzt werden. Die Hyaluronidasevorbehandlung nach [200] verbessert 

die Färbeselektivität durch Reduktion des unspezifischen Hintergrundes. Sie ist deshalb standar-

disiert vor der Färbung durchzuführen. Alcianblaufärbungen ergänzen somit ideal das bekannte 

Darstellungsspektrum von dPGS (Radiographie; Fluorochrom-Markierung) [144, 152-154, 160], 

wobei jedoch die beiden letztgenannten Methoden vermutlich sensitiver sind. 

Für Alcianblaufärbungen wurden keine Quantifizierungsmethoden etabliert. Methodiken zur 

Glykosaminoglykanquantifizierung könnten dafür jedoch einen Ansatz darstellen [234, 235]. 

4.1.4. Verteilung von dPGS innerhalb der Tumoren 

Erst durch die zuvor diskutierten Färbungen von dPGS mit Alcian- und Toluidinblau wurde die 

Analyse der Verteilung des dPGS im Tumor ermöglicht. 

Am Ende der Nachbeobachtungsperiode konnte dPGS peritumoral histologisch nachgewiesen 

werden. Eine vergleichbar deutliche Anfärbung von Zellen/Strukturen innerhalb des Tumorge-

webes konnte jedoch nicht gesehen werden. 

Es bestätigte sich damit, dass dPGS 14 Tage nach Abschluss der Behandlung als sulfatiertes 

Molekül im tumorumgebenden Bindegewebe vorlag. Daraus kann auf eine Akkumulation und 

Retention von dPGS um den Tumor geschlossen werden. Für eine Anwendung als  

Drug-Targeting-System stellen beide Aspekte elementare Parameter dar. Gleichzeitig könnte der 

histologische Nachweis 14 Tage nach der letzten dPGS-Administration auf einen nur langsamen 

Abbau/Abtransport aus dem tumorumgebenden Gewebe hindeuten. Inwiefern jedoch nach der 

letzten Administration eine Freisetzung des Wirkstoffes aus dem subkutanen Injektionsdepot 

erfolgt ist, konnte in die Interpretation nicht einbezogen werden, u. a. weil diese subkutanen Ge-

webe für eine Untersuchung nicht mehr zur Verfügung standen. 
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Der fehlende, vergleichbar deutliche Nachweis von dPGS innerhalb der Tumoren könnte auf 

einer verminderten intratumoralen Anreicherung beruhen. Neben der Vaskularisierung und Per-

meabilität sind für die Verteilung von Makromolekülen innerhalb maligner Tumoren die Diffu-

sion, Bindung und Konvektion des Makromoleküls, funktionelle und anatomische Vaskularisati-

onsinhomogenitäten, unterschiedliche Perfusionsraten, der erhöhte interstitielle Druck und der 

Flüssigkeitsabstrom aus dem Tumor von entscheidender Bedeutung [130, 131, 133, 135, 236]. 

Es wäre aus diesen Gründen möglich, dass sich das Polymer dPGS nicht oder nur in geringem 

Maße innerhalb des Tumors verteilt hat und deshalb nur im tumorumgebenden Bindegewebe 

dargestellt werden konnte. Denkbar wäre jedoch auch der falsch negative Nachweis des dPGS. 

Dies könnte mit einer gegenüber anderen Methoden verminderten Sensitivität der Alcianblaufär-

bung begründbar sein. 

Die deutlich gefärbten Zellen im tumorumgebenden Bindegewebe der Behandlungsgruppen 

könnten, der Färbemethode und dem mikroskopischen Bild entsprechend, Mastzellen (Heparin 

in Granula) und Makrophagen (phagozytiertes dPGS) darstellen. Zur Differenzierung der Mast-

zellen und Makrophagen im tumorumgebenden Bindegewebe wäre eine Immunhistochemie 

möglich (CD117 bzw. CD68), um Aussagen zu den peritumoralen Immuneffektoren treffen zu 

können. 

4.2. Untersuchung der Zytotoxizität von dPGS-Konjugaten in vitro 

Durch die nachgewiesene Anreicherung von dPGS um die Tumoren und der nicht evidenten 

Toxizität werden pharmakologische Voraussetzungen zur Anwendung von dPGS als Drug-

Targeting-System erfüllt. Deshalb sollten im zweiten Abschnitt dieser Arbeit dPGS-Konjugate 

untersucht werden. Dies erfolgte mit dPGS-Zytostatika-Konjugaten (mivenion® GmbH, Berlin), 

da Zytostatika eine nur geringe therapeutische Breite haben, jedoch häufig eine hohe Wirksam-

keit aufweisen [42]. 

Der zu der In-vitro-Untersuchung genutzte und beschreibende Begriff „Zytotoxizität“ stellt eine 

Reduktion der biologischen Realität dar. Die gemessene Verminderung der Viabilität ist, im 

Vergleich zum nicht beeinflussten Wachstum der Kontrollzellen, eine Kombination aus zytotoxi-

schen und zytostatischen Wirkeffekten [237]. Der Begriff wurde dennoch bewusst aus Gründen 

der Übersichtlichkeit und aufgrund einer fehlenden Differenzierungsmöglichkeit zwischen bei-

den Mechanismen genutzt. Zusätzlich wird der Begriff „Zytotoxizität“ für ähnliche Fragstellun-

gen auch durch andere Gruppen angewendet [238]. 
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4.2.1. Der MTT-Test und die Ermittlung der IC50-Werte 

Für die Untersuchung der Zytotoxizität wurde der MTT-Test genutzt, wobei jedoch insbesondere 

bei PTX und PTX-Konjugaten große Intertest-Variabilitäten auftraten, in deren Folge breite Ver-

trauensintervalle ermittelt wurden. Große Interassay-Variabilitäten bei Zytotoxizitätsmessungen 

sind nach Anwendung des MTT-Testes auch aus anderen Arbeiten bekannt [237]. Zusätzlich 

differieren die aus der Literatur bekannten IC50-Werte für gleiche Zytostatika z. T. erheblich 

(Übersicht in [238]). Ursächlich für Intertest-Variabilitäten könnten instabile zelluläre Sensibili-

täten auf gleiche Wirkstoffe, nicht kontrollierbare Variationen von Zellzyklusparametern und 

unterschiedliche Wachstumsraten zwischen den Zelllinien sein [237]. Photochemische Artefakte 

werden ebenfalls als Ursache für differierende IC50-Werte angesehen [238]. 

Auch wenn der MTT-Test als schnell durchzuführender Test zur Ermittlung der Sensibilität 

bspw. von Lungentumor-Zelllinien auf Zytostatika bekannt ist [239] und vielfach, u. a. nach 

PTX-Inkubation, genutzt wird [240-242], ist er diskutabel. Verglichen mit einem ATP-Assay 

zeigte der MTT-Test zytostatikumsabhängig vorwiegend niedrigere Wachstumsinhibitio- 

nen [243]. Zwischen MTT- und ATP-Assay konnten für PTX IC50-Werte ermittelt werden, die 

sich um den Faktor ≈ 7,5 unterschieden (A549-Zellen) [243]. Zusätzlich kann die Absorptionsra-

te beim MTT-Test durch PTX-Inkubation erhöht werden (falsch hohe Viabilität) [244]. Auch die 

genutzten 96-Multiwell-Platten beeinflussen infolge „parabelförmiger Wachstumsmuster“ Inhi-

bierungsversuche [245]. Für zukünftige IC50-Berechnungen ist deshalb eine durch Faessel et al. 

vorgeschlagene Randomisierung der Plattenbelegung zu etablieren [245] und auf andere Testver-

fahren (ATP-Test, Zellzählung) auszuweichen. 

4.2.2. Screening kovalenter dPGS-Zytostatika-Konjugate 

Die dPGS-Zytostatika-Konjugate wurden auf 7 Zelllinien hinsichtlich ihrer Zytotoxizität unter-

sucht, um ein Konjugat zur genaueren Evaluation auszuwählen.  

Die Wirksamkeit der dPGS-Zytostatika-Konjugate und der freien Zytostatika war zelllinien-, 

konjugat- und zeitabhängig. Bei den dPGS-PTX-Konjugaten wiesen dPGSamin-PTX-(5 bzw. 6) 

insgesamt die beste Wirksamkeit auf. Im Vergleich dazu zeigten das hochbeladene  

dPGSamin-CAB-(6) und dPGSamin-CAB-(3) keinen inhibitorischen Effekt.  

dPGSamin-CAB-(5) wies, verglichen mit CAB, gute Wirksamkeiten auf. Die Zytotoxizität von 

dGSamin-DXR-(1)- und dPGamin-MTX-(2)-Konjugaten war gegenüber DXR bzw. MTX deut-

lich vermindert. 
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PTX und dPGS-PTX-Konjugate 

Die dPGS-PTX-Konjugate wiesen differente Wirksamkeiten auf. dPGSamin-PTX-(5) und -(6) 

wiesen die niedrigsten IC50-Werte der dPGS-PTX-Konjugate auf, die jedoch i. d. R. höher als die 

des PTX waren. Mit IC50 = 15 nmol/l besaß das Konjugat dPGSamin-PTX-(6) bei A431-Zellen 

gegenüber PTX (IC50 = 95±78 nmol/l) eine numerisch erhöhte zytotoxische Aktivität. Zusätzlich 

war die Synthese des dPGS-Anteils gegenüber dPGSamin-PTX-(5) verbessert worden (automati-

sierter Batch-Prozess), sodass trotz der niedrigeren IC50-Werte des dPGSamin-PTX-(5) das Kon-

jugat-(6) zur weiteren Analyse ausgewählt und bei A431-Zellen und A549-Zellen (Tierversuch) 

evaluiert wurde. Da dPGSamin-PTX-(6) im Folgenden diskutiert wird, soll es an dieser Stelle 

nicht ausführlich erörtert werden. 

CAB und dPGS-CAB-Konjugate 

Trotz eines hohen molaren Anteils an gebundenem CAB (n = 7 mol CAB/1 mol dPGS) war 

dPGSamin-CAB-(6) nicht wirksam. Ursächlich für die nicht nachweisbare Wirksamkeit könnte 

eine verminderte Löslichkeit oder eine Präzipitation gewesen sein. Unlösliche Drug-Targeting-

Systeme erfüllen jedoch nicht die an sie gestellten Anforderungen und können häufig nicht als 

Arzneimittel eingesetzt werden [111]. Die Problematik der veränderlichen Löslichkeit bzw. der 

Präzipitation, in Abhängigkeit des molaren Verhältnisses von Wirkstoff:Träger ist auch bei ande-

ren Drug-Targeting-Systemen bekannt [246]. Die hohe Beladung könnte auch die zelluläre Auf-

nahme verhindert haben, da der apolare CAB-Anteil die für dPGS bekannte Aufnahme über 

OATP-Transporter [161] beeinflussen könnte. Da jedoch dPGSamin-CAB-(5)  

(n = 2 mol CAB/1 mol dPGS) zytotoxisch aktiv war, ist das Optimum der Beladung von dPGS 

mit den einzelnen Zytostatika zu ermitteln. 

Die Wahl des CAB sollte dennoch diskutiert werden, da CAB hepatisch in einen zytotoxisch 

aktiveren Metaboliten verstoffwechselt wird [63, 64]. Bei einer Anwendung von CAB in dPGS-

CAB-Konjugaten wäre dies vermutlich nicht mehr in vergleichbarer Weise möglich. Zusätzlich 

erfolgt die Metabolisierung im Bindungsbereich zum dPGS-Polymer, sodass eine Metabolisie-

rung nur nach Freisetzung des CAB möglich wäre. Dadurch würde jedoch der Verlust des Drug-

Targeting-Mechanismus erfolgen, da nach Spaltung/Metabolisierung mit dPGSamin und CAB 

zwei einzelne Komponenten vorliegen würden. Deshalb sollten keine Wirkstoffe genutzt wer-

den, deren Wirkung anteilig auf einem hepatisch aktivierten Metaboliten beruht. 
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MTX und dPGS-MTX-Konjugat 

Das dPGSamin-MTX-(2) wies im Vergleich zu MTX eine geringere Wirksamkeit auf. Ursäch-

lich dafür könnte die durch dPGSamin verursachte Bindungsinhibierung von MTX an die DHFR 

sein. Eine Freisetzung von MTX (Amidbindung) schien nicht oder nur in geringem Maße statt-

zufinden, da auch bei einer verlängerten Inkubationszeit (t = 96 h) die IC50-Werte des  

dPGSamin-MTX-(2) im Vergleich zu MTX deutlich erhöht waren. Ohne eine Freisetzung ist der 

Wirkmechanismus des MTX [69] vermutlich aufgehoben, sodass dPGSamin-MTX-(2) aufgrund 

der fehlenden Wirksamkeit nicht weiter untersucht wurde. Die Bindungen bzw. die Linker sind 

deshalb für eine Freisetzung zu modifizieren (Esterbindung). 

DXR und dPGS-DXR-Konjugate 

Auch dPGSamin-DXR-(1) zeigte im Vergleich zu DXR eine deutlich verminderte Wirksamkeit. 

Ursächlich könnte dafür eine verminderte zelluläre oder nukleäre Aufnahme des  

dPGSamin-DXR-(1) bzw. dessen DXR-Anteils sein. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 

von DXR und dPGSamin-DXR-(1) bestätigten, dass sich Letzteres perinukleär, nicht jedoch 

intranukleär, anreicherte. Aufgrund des interkalierenden Wirkmechanismus von DXR [71] kann 

ohne Freisetzung von DXR aus dPGSamin-DXR-(1) keine Wirkung erzielt werden. Da auch bei 

t = 48 h eine stark verminderte Wirksamkeit ermittelt wurde, kann von nur einer gerin-

gen/langsamen Freisetzung des DXR aus dem Konjugat ausgegangen werden. 

Es sind Polyglycerol-DXR-Konjugate mit enzymatisch spaltbaren Linkern entwickelt  

worden [247], die verglichen mit DXR nur zu einer gering verminderten Wirksamkeit des  

Polyglycerol-DXR-Konjugates führten [247]. Diese Bindungsart könnte ein Modell zur Weiter-

entwicklung des dPGS-DXR darstellen. Aufgrund des fehlenden Überganges des DXR-Anteils 

in den Zellkern erfolgte keine weitere Evaluierung des dPGSamin-DXR-(1). 

Methodische Aspekte 

Die hohe Anzahl an Konjugaten und Zelllinien machte eine Reduktion der zu untersuchenden 

Konzentrationen notwendig. Dadurch wurden Voraussetzungen für genaue Konzentrations-

Wirkungs-Beziehungen nicht erreicht (2 Konzentrationen ober-/unterhalb von 50 %) [190]. Den-

noch korrelieren unter bestimmten Voraussetzungen vorläufige Daten aus 2-Punkt-Messungen 

gut mit 10-Punkt-Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen [248]. Das Screening wurde dennoch 

nur zu einer ersten Eingrenzung des Konzentrationsbereiches genutzt, indem der genaue  

IC50-Bereich wahrscheinlich liegt. Für detaillierte Struktur-Wirkungs-Ableitungen konnte es 

jedoch nicht genutzt werden, da die Zahl der untersuchten Konzentrationen gering war, die  
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IC50-Werte z. T. nicht im untersuchten Konzentrationsbereich lagen und die Experimente auf-

grund der hohen Substanzanzahl nicht wiederholt werden konnten. 

 

PTX-Konjugate benötigen eine zytoplasmatische Anreicherung ohne die vorherige hepatische 

Biotransformation. Zusätzlich zu den zuvor diskutierten Begründungen wurde deshalb  

dPGSamin-PTX-(6) zur weiteren Analyse ausgewählt.  

Dieses Konjugat wies vergleichbare L-Selektin-Bindungen wie das nicht konjugierte dPGSamin 

auf, wodurch auf den Erhalt der Bindungsfähigkeiten geschlossen werden könnte [157]. Dieser 

Aspekt ist insbesondere in Hinsicht auf die zuvor diskutierten Mechanismen im Xenograft-

Tumor von hoher Bedeutung. 

4.2.3. Zytotoxizität von PTX und dPGSamin-PTX-(6) 

Zytotoxizität von PTX und dPGSamin-PTX-(6) bei Tumorzellen 

IC50-Wert-Berechnungen für dPGSamin-PTX-(6) wurden bei A549- und A431-Zellen durchge-

führt. 

Mit Zunahme der Konzentration und der Inkubationszeit verringerten sich bei A431- und  

A549-Zellen die IC50-Werte für PTX und dPGSamin-PTX-(6). Die IC50-Werte von  

dPGSamin-PTX-(6) waren dabei im Vergleich zu PTX erhöht [155]. 

Der IC50-Wert für PTX bei A549-Zellen von IC50 = 14,5 nmol/l (t = 48h) ist mit den Werten 

anderer Gruppen vergleichbar (IC50 = 19 nmol/l [249]; IC50 = 20 nmol/l [250]). Abweichend 

davon wurden jedoch auch deutlich höhere Werte beschrieben (IC50 = 109 nmol/l) [251], wobei 

jedoch FK-12-Medium und Cremophor® EL als Lösungsmittel genutzt wurden [251]. Auch der 

errechnete IC50-Wert für PTX bei A549-Zellen von IC50 = 2,6 nmol/l (t = 72 h Inkubation) ist 

mit den IC50-Werten anderer Veröffentlichungen vergleichbar (IC50 = 2,3 nmol/l [252]; 

IC50 = 3,6 nmol/l [253]; IC50 = 3,0 nmol/l [254]; IC50 = 8 nmol/l [255]). 

Demgegenüber variieren jedoch die gefundenen IC50-Werte für PTX bei A431-Zellen. Für 

t = 24h Inkubation wurde mit IC50 = 138 nmol/l durch Miyata ein höherer IC50-Wert beschrieben 

als der in dieser Arbeit präsentierte (IC50 = 89 nmol/l) [256]. Zusätzlich differieren für t = 72 h 

die IC50-Werte für PTX innerhalb der Literatur (IC50 = 3,6 nmol/l [257]; IC50 = 36 nmol/l [258]) 

und damit teilweise zu dem hier ermittelten Wert (IC50 = 1,7 nmol/l). Trotz der partiellen Abwei-

chungen der IC50-Werte für PTX und den zuvor diskutierten Intertest-Abweichungen ließen die 

dargestellten Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen auf eine in sich vorhandene Konsistenz der 

Ergebnisse schließen [155]. 
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Der teilweise signifikante Unterschied der IC50-Werte zwischen dPGSamin-PTX-(6) und PTX ist 

möglicherweise durch den Aufnahmemechanismus zu erklären. Im Gegensatz zu PTX, das u. a. 

durch freie Diffusion aufgenommen wird [47, 52], wird dPGS durch OATP-Transporter trans-

portiert [161]. Dies gilt vermutlich auch für dPGSamin-PTX-(6), da eine freie Diffusion für die-

ses Konjugat nicht anzunehmen ist und endozytotische Aufnahmemechanismen von dPGS vor-

wiegend bei Makrophagen nachgewiesen wurden [161]. 

Zu differenzierten Aufnahmegeschwindigkeiten des Konjugates bei verschiedenen Zelllinien 

sind bislang keine Aussagen möglich, da nur A431-Zellen hinsichtlich einer detaillierten Auf-

nahme von dPGSamin-PTX-(6)-ICC untersucht worden sind (Kapitel 3.5.1.). 

Da die ermittelten IC50-Werte des dPGSamin-PTX-(6) und des PTX teilweise größenordnungs-

mäßig vergleichbar waren und bei höheren Inkubationszeiträumen (t = 72 h; t = 48 h [A431]) im 

niedrigen nanomolaren Bereich lagen, sollte dPGSamin-PTX-(6) weiter untersucht werden. 

Zytotoxizität von PTX und dPGSamin-PTX-(6) bei HUVEC-Zellen 

Die Wirkung des dPGSamin-PTX-(6) sollte auch bei nicht-malignen HUVEC-Zellen evaluiert 

werden, um erste Aussagen zur Sicherheit und Selektivität des Konjugates ableiten zu können. 

Die verglichen mit anderen Experimenten längere Inkubationszeit (t = 72 h; nach Adhäsion über 

Nacht) wurde aufgrund der hohen Verdopplungszeit von HUVEC-Zellen von t = 92 h in der 

logarithmischen Phase des Wachstums festgelegt [188]. 

Die IC50-Werte von PTX und dPGSamin-PTX-(6) unterschieden sich bei der Inkubation auf 

HUVEC-Zellen signifikant (Faktor = 89-fach). Der gegenüber PTX erhöhte IC50-Wert von 

dPGSamin-PTX-(6) könnte als Hinweis auf eine verbesserte Spezifität des Konjugates interpre-

tiert werden. Grund für diese Annahme sind, verglichen mit dem hier vorgestellten Faktor, die 

deutlich niedrigeren Faktoren der IC50-Differenz bei Tumorzellen. Zusätzlich wird PTX unselek-

tiv aufgenommen [47]. Dennoch ist nicht eindeutig darstellbar, worauf dieses Ergebnis zurück-

zuführen ist, da dPGS-ICC auch in HUVEC-Zellen nachgewiesen werden konnte [153] und 

dPGSamin-PTX-(6) dadurch vermutlich ebenfalls in die HUVEC-Zellen aufgenommen werden 

kann. Ursächlich könnte eine deutlich verminderte Quantität des aufgenommenen PTX-Anteils 

bei der dPGSamin-PTX-(6)-Inkubation im Vergleich zum frei diffundierenden PTX sein. 

Auch in diesem Experiment wurden hohe Intertest-Abweichungen, insbesondere bei PTX, nach-

gewiesen. Der hier errechnete IC50-Wert für PTX (IC50 = 0,45 nmol/l) war dennoch größenord-

nungsmäßig mit den bekannten IC50-Werten konform (IC50 = 0,4 nmol/l [259];  
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IC50 = 2 nmol/l [260]; IC50 = 2,2 nmol/l [261]) und das Ergebnis somit trotz der Intertest-

Abweichungen interpretierbar. 

Einfluss des Sulfatierungsgrades von dPGSamin auf die Zytotoxizität von dPGSamin-PTX-(6) 

Zur Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen sollten niedriger sulfatierte dPGS-Varianten 

hinsichtlich der Zytotoxizität bewertet werden, da bekannt ist, dass die zelluläre Aufnahme dend-

ritischer Polyglycerole neben der Größe [215] auch von den funktionellen Gruppen/der Ladung 

abhängig ist [144]. Als Negativkontrolle sollte dPGamin-PTX genutzt werden, das aufgrund der 

nur marginalen zellulären Aufnahme von dPG-ICC [144] keine oder eine nur stark verminderte 

Wirkung vermitteln sollte. 

Konform mit vorbekannten Ergebnissen [144], wies dPGSamin keine Inhibierung der Viabilität 

auf [155]. Demgegenüber konnte jedoch zwischen PTX, dPGSamin-PTX-(6), den niedriger sul-

fatierten dPGSamin-PTX-(6)-Derivaten und – unerwarteterweise – auch dem nicht sulfatierten 

dPGamin-PTX kein signifikanter Unterschied der IC50-Werte belegt werden. 

Die angenommene Struktur-Wirkungs-Beziehung konnte damit nicht bewiesen werden, wodurch 

die Hypothese der reduzierten In-vitro-Wirksamkeit bei einem verminderten Sulfatierungsgrad 

verworfen werden musste. Ursächlich dafür könnten eine unerwartet stattfindende Aufnahme 

von dPGamin-PTX oder die frühzeitige Freisetzung des zytotoxisch aktiven Wirkstoffes PTX 

vom dPGamin-PTX sein. Diese Hypothesen werden in den Kapiteln 4.4.–4.6. ausführlich über-

prüft und diskutiert. 

Verglichen mit den zuvor dargestellten IC50-Werten der Zeitabhängigkeitsanalyse, konnten in 

den hier diskutierten Experimenten sowohl für PTX als auch für dPGSamin-PTX-(6) signifikant 

erhöhte IC50-Werte gefunden werden. Dies könnte durch unterschiedliche Präinkubationsbedin-

gungen erklärt werden. Während im hier dargestellten Experiment die Substanzzugabe bereits 

nach einigen Stunden erfolgte, sind in den zuvor genannten Experimenten wirkstofffreie Präin-

kubationen zur Zelladhärenz genutzt worden. Dies könnte auf den Einfluss der Aussaat- und 

Präinkubationsbedingungen auf den Zellzyklus und damit folgend auf die Ergebnisse von Zyto-

toxizitätstests hinweisen [237]. 

4.3. Analyse ICC-markierter Substanzen 

Zur weiteren Analyse von PTX, dPGSamin-PTX-(6), dPGSamin und dPGamin-PTX wurden die 

Konjugate mit ICC-markiert (mivenion® GmbH, Berlin). Fluorochrom-Markierungen der  
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dPGS-Derivate und von PTX stellen eine Möglichkeit zur Analyse der zellulären Aufnahme und 

Verteilung dar [144, 152, 154, 155, 191]. 

Einfluss der ICC-Markierung auf die Zytotoxizität 

Durch eine ICC-Markierung werden die räumliche Struktur und die Größe der Konjugate verän-

dert, wodurch ein Einfluss auf die biologische Aktivität ausgeübt werden könnte. 

Die IC50-Werte von PTX, verglichen mit PTX-ICC, und von dPGSamin-PTX-(6), im Vergleich 

zu dPGSamin-PTX-(6)-ICC, waren signifikant vermindert. Die ICC-Konjugation zeigte dem-

nach einen negativen Einfluss auf die zytotoxische Wirksamkeit. 

Eventuell waren die erhöhten IC50-Werte der ICC-Konjugate auf ein verändertes Aufnahmever-

halten zurückführbar. Dabei unterschieden sich jedoch die relativen Anteile des ICC 

(M = 930 Da [156]) am Gesamtmolekulargewicht von PTX-ICC (M ≈ 1700 Da) und dPGSamin-

PTX-(6)-ICC (M ≈ 14,3 kDa). Ursächlich könnte die ICC-Konjugation die Aufnahmegeschwin-

digkeit und folglich auch die In-vitro-Wirksamkeit, insbesondere bei PTX-ICC, verändert haben. 

Zusätzlich wurde die ICC-Konjugation an der C-13-Seitenkette des PTX durchgeführt, die je-

doch einen pharmakologisch aktiven Anteil des PTX darstellt [262]. Dies könnte für eine Zyto-

toxizitätsverminderung ursächlich sein. 

Der paradoxe Abfall der Viabilität bei c = 1 nmol/l PTX bzw. PTX-ICC war rational nicht er-

klärbar, da trotz mehrfacher Wiederholung, auch durch unterschiedliche Personen, vergleichbare 

Ergebnisse ermittelt wurden. Kontrolluntersuchungen durch Zellzählungen mit dem  

Casy®-System zeigten bei dieser Konzentration für PTX jedoch keinen deutlichen Abfall der 

lebenden Zellen im Vergleich zur Mediumkontrolle. Die Konzentration c = 1 nmol/l wurde aus 

diesem Grund aus der IC50-Wert-Berechnung ausgeschlossen. 

Analyse der Absorption und Fluoreszenz 

Trotz der Anwendung des gleichen Farbstoffes wurde durch die Konjugation das Spektrum des 

ICC verändert, sodass sich die Wellenlängen der Absorptionsmaxima untereinander und z. T. 

von den bekannten Werten [156] geringfügig unterschieden. Zusätzlich differierte die Fluores-

zenz der Konjugate und es traten Quenching-Effekte auf. 

Die Untersuchung erfolgte mit Verdünnungen bezogen auf das Gesamtmolekulargewicht. Dabei 

ist zu berücksichtigen, dass die Konjugate unterschiedliche molare Anteile des ICC-Farbstoffes 

gebunden hatten. Eine rechnerische „Normierung“ konnte jedoch nicht durchgeführt werden, da 

bspw. die gemessenen Fluoreszenzwerte von dPGSamin-ICC trotz höherer ICC-Beladung 

(n = 0,4 mol ICC/1 mol PTX) gegenüber dem niedriger beladenen dPGSamin-PTX-(6)-ICC 
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(n = 0,2 mol ICC/1 mol dPGS) vermindert waren. Verdünnungen bezogen auf den ICC-Anteil 

wären theoretisch möglich gewesen. Damit würden sich jedoch in den folgenden biologischen 

Untersuchungen auch die molaren Anteile von zytotoxisch aktivem PTX unterscheiden, die ih-

rerseits möglicherweise einen Einfluss auf die Aufnahme und Elimination ausüben (Kapitel 4.4). 

Zusätzlich erschwerte das Quenching die Interpretation. Ein quantitativer Vergleich zwischen 

den Substanzen hinsichtlich der (intrazellulären) Fluoreszenz war deshalb nicht möglich. Für 

einzelne Konjugate ist jedoch in sich eine Verlaufsanalyse der Fluoreszenz möglich gewesen. 

Für quantifizierende Analysen von Aufnahmekinetiken der dPGS-Fluorochrom-Konjugate ist es 

deshalb notwendig, neue Konjugate zu entwickeln, deren Fluoreszenzquantität vergleichbar hoch 

ist. Das Problem der Strukturveränderung durch die ICC-Konjugationen würde dadurch jedoch 

nicht umgangen werden. Es sollten andere, fluorochromunabhängige Methoden zur Quantifizie-

rung der zellulären dPGS-Derivat-Aufnahme genutzt und weiterentwickelt werden [153, 160]. 

Für die Vergleichsmessung von PTX könnte [3H]Paclitaxel genutzt werden [49, 52]. 

 

4.4. Aufnahme und Elimination bei Zellen in vitro 

4.4.1. Aufnahme von PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC und 

dPGamin-PTX-ICC in A431-Zellen 

Ein Drug-Targeting-System für Zytostatika muss wahlweise vollständig intrazellulär aufgenom-

men werden oder das Zytostatikum extrazellulär zur Aufnahme freisetzen, da Zytostatika ihre 

Wirkung in aller Regel intrazellulär bzw. intranukleär vermitteln [42]. Die Freisetzung der Wirk-

stoffe ist dabei u. a. vom Linker bzw. der Bindung abhängig [108]. Aufgrund der transporter-

vermittelten Aufnahme von dPGS-Fluorochrom-Derivaten in Tumorzellen [144, 161] sollten 

Aufnahmekinetiken auch für dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dessen Kontrollen ermittelt werden. 

Die Zunahme der Fluoreszenz wird hier, wie im folgenden Kapitel erläutert wird, methodisch 

vereinfachend mit einer Aufnahme des Konjugates gleichgesetzt. 

Bei der PTX-ICC-Inkubation konnte eine logarithmische Zunahme der Fluoreszenz mit einem 

Sättigungsplateau gefunden werden. dPGSamin-PTX-(6)-ICC wies im Vergleich dazu eine nicht 

gesättigte, lineare Kinetik der Fluoreszenzzunahme über t = 48 h auf, während die Fluoreszenz 

von dPGamin-PTX-ICC nur geringgradig über dem Kontrollniveau lag. Die Inkubation mit  

dPGSamin-ICC führte zu einer linearen Fluoreszenzzunahme bis t ≈ 10 h. Danach wurde für 

dPGSamin-ICC ein Sättigungsplateau der Fluoreszenz nachgewiesen. 
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Die zelluläre Aufnahme von PTX erfolgt durch Diffusion [47] und über  

OATP1B1/3-Transporter [50]. In anderen Untersuchungen wurde ein Sättigungsplateau des int-

razellulären PTX bereits nach einer Stunde Inkubationszeit erreicht [263]. Dafür ursächlich war 

möglicherweise das durch die ICC-Konjugation geänderte Molekulargewicht (MPTX = 850 Da; 

MPTX-ICC ≈ 1700 Da) sowie die räumliche Struktur des PTX-ICC. Beide Parameter könnten die 

Aufnahmegeschwindigkeit beeinflussen. Dennoch waren auch die differierenden Zelllinien po-

tentiell für die unterschiedlichen Kinetiken kausal verantwortlich (MCF7-Zellen [263] ggü. 

A431-Zellen). Die intrazelluläre Anreicherung des PTX (c ≥ 100 nmol/l) ist von der Menge der 

intrazellulären Bindungsstellen und der induzierbaren Erhöhung der Tubulinkonzentration ab-

hängig [264]. Diese Aspekte könnten im hier untersuchten Modell zur Sättigung beigetragen 

haben. Die gefundenen Unterschiede der Aufnahmekinetik zwischen PTX-ICC und  

dPGSamin-PTX-(6)-ICC (logarithmisch gegenüber linear) beruhen vermutlich auf den differen-

ten Aufnahmemechanismen, wobei die Diffusion bei PTX einen Anteil trägt [47], während dies 

für das dPGSamin-PTX-(6)-ICC nicht anzunehmen ist. Interessanterweise wurde für  

dPGSamin-PTX-(6)-ICC kein Sättigungsplateau innerhalb der Inkubationszeit gefunden 

(tmax = 48 h). Es wäre jedoch möglich, dass das Sättigungsplateau von dPGSamin-PTX-(6)-ICC 

erst nach t > 48 h erreicht werden würde und hier nicht abgebildet wurde. Es war damit nicht 

vollständig evaluierbar, ob die ermittelte Aufnahmefunktion von dPGSamin-PTX-(6) der des 

dPGSamin-ICC mit einer zeitlichen Verschiebung ähneln würde. Längere Inkubationen von 

PTX-beladenen Konjugaten wären aufgrund der Zytotoxizität in der hier genutzten Konzentrati-

on nur unter einem hohem Viabilitätsverlust der Zellen durchführbar (vgl. Daten der Zytotoxizi-

tät von dPGSamin-PTX-(6); Kapitel 3.2.2.).  

Konsistent mit den durchflusszytometrischen Ergebnissen sind auch die fluoreszenzmikroskopi-

schen Aufnahmen nach Inkubation von dPGSamin-PTX-(6)-ICC, wobei eine stetige optische 

Zunahme der Fluoreszenz gefunden wurde. Bereits nach t = 30 min konnte eine fluoreszenzmik-

roskopisch darstellbare Menge von dPGSamin-PTX-(6)-ICC gesehen werden, die vermutlich an 

die Zelloberfläche bzw. Transportproteine gebunden hatte. Die beobachteten Zellkernfragmen-

tierungen wurden als histologische Zeichen der Toxizität interpretiert, die bei der inkubierten 

Konzentration (c = 1 µmol/l dPGSamin-PTX-(6)-ICC) in Übereinstimmung zu den reduzierten 

Viabilitäten nach t = 24 h Inkubationszeit von dPGSamin-PTX-(6) steht. 

Die Aufnahme von dPGSamin-ICC, das keine Bindung an Tubulin aufweisen kann oder toxisch 

wirkt, wurde im Gegensatz dazu gesättigt. Im Vergleich dazu stieg die Fluoreszenz nach Inkuba-
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tion von dPGamin-PTX-ICC nur geringfügig über das Kontrollnivau an. Dieses erwartete Er-

gebnis war mit der bekannten marginalen Aufnahme von dPG-Derivaten in Verbindung zu brin-

gen und hebt die Bedeutung der Ladung und Größe bei der Aufnahme von Polyglycerolen  

hervor [144, 215]. 

Da die intrazelluläre PTX-Konzentration u. a. von der extrazellulären Konzentration abhängig  

ist [263], sollten weitere Konzentrationsbereiche untersucht werden. Niedrigere Konzentrationen 

waren jedoch nicht mit den zur Verfügung stehenden Fluorochrom-Konjugaten im 

FACSCalibur™-System messbar, sodass auf andere Methoden ausgewichen werden muss. 

Bei der Interpretation war, wie eingangs angedeutet, zu berücksichtigen, dass die gemessenen 

Fluoreszenzwerte nicht alleiniges Ergebnis eines zelleinwärts gerichteten Transportes, sondern 

auch einer hier nicht differenzierbaren Elimination darstellen. Auf diese wird im Folgenden ein-

gegangen. 

4.4.2. Elimination von dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSamin-ICC 

Untersuchungen zur Elimination sollten aufzeigen, wie lange die Fluoreszenz von dPGSamin-

PTX-(6)-ICC intrazellulär nachweisbar ist, nachdem das Konjugat extrazellulär entfernt worden 

war (intrazelluläre Retention). 

Es wurde gezeigt, dass die Elimination von dPGSamin-PTX-(6)-ICC im Vergleich zu der Elimi-

nation von dPGSamin-ICC aus A431-Zellen verlangsamt war. Der zytotoxisch aktive Wirkanteil 

PTX des dPGSamin-PTX-(6)-ICC beeinflusste folglich die Elimination. 

Die Fluoreszenzhalbwertszeit nach Inkubationsende von dPGSamin-ICC lag mit t1/2 ≈ 19 h in 

einem ähnlichen Bereich, wie die durch Palkar et al. ermittelten Verdopplungszeiten von  

A431-Zellen (t1 = 21,5 h; t2 = 22,8 h) [265]. Es wäre damit möglich, dass nur eine „scheinbare“ 

Elimination gemessen wurde. Aufgrund der bekannten guten Biokompatibilität von dPGS und 

der fehlenden Inhibition des Zellwachstums in den Zytotoxizitätsuntersuchungen [144, 155] 

könnte die Fluoreszenzverminderung durch Zellteilung stattgefunden haben und aufgenommene 

Fluorochrom-Polymere auf Tochtergenerationen verteilt worden sein. Da der genaue Eliminati-

onsmechanismus von dPGSamin(-ICC) jedoch bislang unbekannt ist, könnte auch ein intrazellu-

lärer Abbau bzw. aktiver Transport stattfinden. 

Im Vergleich dazu wurde innerhalb von t = 48 h keine Halbierung der Ausgangsfluoreszenz nach 

dPGSamin-PTX-(6)-ICC-Inkubation erreicht. Dies könnte einerseits auf einer PTX-vermittelten 

Bindung des Konjugates an Tubulin, andererseits jedoch auch auf der zytotoxi-



110 

 

 

schen/zytostatischen Wirkung beruhen [54-56, 58], die eine Verteilung der Fluoreszenz auf 

Tochtergenerationen verhindert. 

Diese Unterschiede der Eliminationskinetik und die möglichen Erklärungansätze beider Konju-

gate könnten auch die zuvor dargestellten Aufnahmekinetiken beeinflusst haben. 

Wie im Folgenden diskutiert wird, sollten auch intrazellulär stabile dPGS-PTX-Konjugate evalu-

iert werden. Mit einem solchen intrazellulär stabilen Konjugat könnte möglicherweise einer der 

Resistenzmechanismen gegenüber PTX gehemmt werden. P-gp-Transporter können durch einen 

zellauswärts gerichteten Transport von PTX zur Resistenz von Zellen beitragen [89-91, 266]. 

Substrate der P-gp-Transporter sind vorwiegend hydrophob, häufig ungeladen oder kationisch, 

enthalten vielfach aromatische Gruppen und weisen i. d. R. ein Molekulargewicht von  

M = 200–1900 Da auf [267, 268]. dPGS ist damit möglicherweise kein Substrat von  

P-gp-Transportern. Ein auch intrazellulär stabiles dPGS-PTX-Konjugat könnte demnach die 

Elimination des PTX-Anteils aus Zellen verlangsamen bzw. verhindern. 

4.5. Nachweis des Wirkmechanismus von PTX und dPGSamin-PTX-(6) 

Für die Zurückführung der viabilitätsmindernden Wirkung des dPGSamin-PTX-(6) auf den 

PTX-Anteil wurden Zellzyklusanalysen und Darstellungen der intrazellulären Tubulinverteilung 

genutzt. Gleichzeitig sollte die In-vitro-Wirkung von dPGamin-PTX genauer beurteilt werden. 

Beide Methoden stellen bekannte Wirkmechanismusdarstellungen für PTX dar [58, 252]. 

Während PTX zu einer deutlichen Erhöhung des G2/M-Anteils führte, wiesen  

dPGSamin-PTX-(6) und dPGamin-PTX nur eine geringfügige Erhöhung des G2/M-Anteils auf. 

Die nach höherer Inkubationskonzentration durchgeführten histologischen Darstellungen zeigten 

jedoch deutliche Veränderungen der Verteilung des Tubulins nach Inkubation von PTX, 

dPGSamin-PTX-(6) und dPGamin-PTX. dPGSamin beeinflusste den numerischen G2/M-Anteil 

und das zytologische Bild der Tubulinverteilung nicht. Fehlende Hinweise auf Tubulin-, Zell-

kern- oder Zellzyklusveränderungen nach dPGSamin-Inkubation waren konsistent mit der be-

kannten In-vitro-Verträglichkeit und den hier dargestellten Viabilitätsuntersuchungen [144, 155]. 

Die Wirkung des PTX auf den Zellzyklus kann mit dem bekannten Wirkmechanismus in Ver-

bindung gebracht werden [58] und ist zu vergleichbaren Ergebnissen bei A549-Zellen konform 

(t = 18 h Inkubation) [269]. Der deutlich geringer ausgeprägte Anstieg des G2/M-Anteils durch 

die dPGSamin-PTX-(6)-Inkubation im Vergleich zu der PTX-Inkubation ist eventuell durch eine 

langsamere Aufnahme des Konjugates erklärbar. Zusätzlich unterschieden sich bei der gewählten 

Konzentration die Viabilitäten nach t = 24 h Inkubation von PTX bzw. dPGSamin-PTX-(6), 
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sodass das Ergebnis den zeitlich schnelleren Wirkeintritt für PTX in den gemessenen Zellzyk-

lusparametern widerspiegelt. Dennoch ist der Anteil an G2/M-Zellen nach t = 12 h Inkubation 

von dPGSamin-PTX-(6) niedriger als erwartet. Der Wirkmechanismus des dPGSamin-PTX-(6) 

wurde jedoch eindeutig mit der mikroskopisch dargestellten, PTX-vermittelten Wirkung auf die 

Verteilung von Tubulin nachgewiesen (höhere Konzentration). Diese Veränderungen waren in 

Einklang mit den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen. Die gewählte Konzentration in der 

Zellzyklusanalyse ist damit für die Inkubationszeit (t = 12 h) niedriger als die zur G2/M-Anteils-

Erhöhung notwendige Konzentration. 

Aus den Experimenten bestätigte sich jedoch, dass auch dPGamin-PTX zu einer  

PTX-vermittelten Wirkung führte und diese auf den Zellzyklus vergleichbare Auswirkungen wie 

eine dPGSamin-PTX-(6)-Inkubation hat. Es konnte aus der Übereinstimmung der Tubulin-

Darstellungen und der Zellzyklus-Ergebnisse geschlossen werden, dass dPGamin-PTX und 

dPGSamin-PTX-(6) die gleiche Wirksamkeit aufweisen. Diese Ergebnisse dienten der Bestäti-

gung der primär unerwartet vergleichbar niedrigen IC50-Werte von dPGSamin-PTX-(6) und 

dPGamin-PTX (IC50 = 33 nmol/l bzw. 50 nmol/l; t = 48 h Inkubation). Es widerspricht jedoch 

der nach dPGamin-PTX-ICC-Inkubation nur geringfügig über das Kontrollniveau zunehmenden 

zellulären Fluoreszenz, die auf eine nur marginale zelluläre Aufnahme des Konjugates schließen 

ließ und mit Vorergebnissen zur Aufnahme von dPG-ICC übereinstimmend war [144, 155]. 

Basierend auf den theoretischen Möglichkeiten zur Erklärung dieses Effektes – der Verunreini-

gung der Probe mit freiem PTX, der zellulären Aufnahme von dPGamin-PTX oder der Freiset-

zung von PTX vom Polymer – konnte Letzteres angenommen werden, da Verunreinigungen aus 

dem Syntheseprozess ausgeschlossen werden konnten [270] und keine deutliche, über dem Kon-

trollniveau liegende Aufnahme für dPGamin-PTX-ICC nachgewiesen werden konnte. Aufgrund 

der gleichen Bindungsart hatte dieses Ergebnis auch Auswirkungen auf die Interpretation der 

dPGSamin-PTX-(6)-Ergebnisse [155]. 

4.6. Freisetzung des PTX und Struktur des dPGSamin-PTX-(6)-Konjugates 

Freisetzung von PTX 

Die vermutete Freisetzung von PTX aus den dPGSamin-PTX-(6)- bzw.  

dPGamin-PTX-Konjugaten wurde durch Hochleistungsflüssigkeitschromatographien nachge-

wiesen (A. Sousa Hervés; ehem. Inst. f. Chemie u. Biochemie, Freie Universität, Berlin) [155]. 

Die Freisetzung von PTX vom dPGSamin-PTX-(6)-Konjugat findet innerhalb weniger Stunden 

durch eine Ester-Hydrolyse statt (75 % PTX-Freisetzung nach t = 3,5 h in Plasma) [155]. Die 
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gefundenen Unterschiede in der Freisetzungsgeschwindigkeit zwischen dPGSamin-PTX-(6) und 

dPGamin-PTX in Abhängigkeit vom pH-Wert werden an anderer Stelle ausführlich  

diskutiert [155]. Vergleichbare Ester-Verbindungen zur Konjugation von PTX wurden zuvor 

auch bei anderen makromolekularen Trägern genutzt [118, 191] und stellen eine gebräuchliche 

Bindungsart in diesem Bereich dar [108]. Im Vergleich zu der durch A. Sousa Hervés nachge-

wiesenen schnellen Freisetzung von PTX aus dPGSamin-PTX-(6) differiert die Freisetzungsge-

schwindigkeit von PTX aus anderen Konjugaten mit Esterbindungen erheblich  

(vgl. Diskussion [155]). 

Interessanterweise wurde am dPGSamin-DXR-(1)-Konjugat histologisch gezeigt, dass sich die-

ses um, nicht jedoch im Zellkern anreicherte und eine deutlich verminderte Zytotoxizität auf-

wies. Das Konjugat enthielt jedoch ebenfalls eine Esterbindung zur Konjugation (dPGSamin mit 

DXR-Succinat [NHS-Ester]; Amidbindung am dPGS; Esterbindung am DXR). Eine Freisetzung 

scheint aufgrund der histologischen und zytotoxischen Ergebnisse in diesem Konjugat nur ver-

langsamt oder in geringerem Maße stattgefunden zu haben. 

Für die Stabilität der Esterbindung bei dem Poly-L-Glutaminsäure-PTX-Konjugat (CT-2103, 

Paclitaxel poliglumex) sind möglicherweise sterische Effekte verantwortlich, die eine Esterspal-

tung durch Esterasen verhindern [118]. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Freisetzungsge-

schwindigkeit neben der Bindungsart auch von anderen Faktoren, wie dem pH-Wert und dem zu 

untersuchenden Konjugat, abhängig ist [108, 155, 191]. 

Gleichzeitig sind für die Inkubation von dPGSamin-PTX-(6) auf HUVEC-Zellen, verglichen mit 

PTX, eine signifikant verminderte Zytotoxizität und eine hohe Differenz der IC50-Werte nach-

gewiesen worden. Eine dort möglicherweise geringgradige oder verlangsamte Freisetzung des 

PTX aus dPGSamin-PTX-(6) könnte auf die abweichenden Kulturbedingungen und insbesondere 

den Anteil und die Art des Serums mit einer differenten Esteraseaktivität zurückzuführen sein. 

Die Freisetzung des zytotoxisch aktiven Wirkstoffes vom Polymer ist deshalb auch für die spezi-

fischen Zellkulturbedingungen einzeln zu evaluieren, um die Freisetzungskinetik mit den Ergeb-

nissen der In-vitro-Zytotoxizitätstests korrelieren zu können. 

Mit dem Nachweis der unerwartet schnellen Freisetzung von PTX vom dPGSamin-PTX-(6) sind 

auch die vorgestellten Zytotoxizitätswerte nur mit Einschränkungen interpretierbar, da keine 

Differenzierung der Wirkung zwischen konjugatgebundenem und frei vorliegendem PTX mög-

lich ist [155]. Zusätzlich sind keine Freisetzungskinetiken für die genutzten spezifischen Kultur-

bedingungen vorhanden, mit denen Korrelationen erstellt werden könnten. 
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Chemische Struktur des dPGSamin-PTX-(6) 

Neben der Freisetzung ist auch die chemische Struktur des dPGSamin-PTX-(6)-Konjugates zu 

reflektieren. Die Bindung des PTX an das dPGS-Polymer erfolgte über einen Ester an der Positi-

on C-2‘ der C-13-Seitenkette des PTX [155]. Die Seitenkette und insbesondere die  

2‘-OH-Gruppe trägt jedoch hauptsächlich zur Bindung von PTX an Tubulin bei und ist für des-

sen Wirksamkeit essentiell [262]. Diese Konjugation über die C-2‘-Position, die auch bei Paclit-

axel poliglumex genutzt wurde, verhindert eine zytotoxische Wirkung des PTX vor dessen Frei-

setzung und könnte damit eine vorzeitige systemische Wirkung vermindern [118]. Aufgrund der 

frühzeitigen Freisetzung des PTX vom dPGSamin-PTX-(6) (Plasma) [155] war dieser pharma-

kologisch erwünschte Effekt für das hier untersuchte Konjugat nicht zu erwarten. Zusätzlich ist 

auch ein durch dPGSamin-vermitteltes Drug-Targeting innerhalb der kurzen Zeitspanne der Sta-

bilität vermutlich nicht ausreichend möglich. 

Die vorzeitige Freisetzung könnte durch Modifikation der Bindung so verändert werden, dass 

keine oder eine nur langsame Freisetzung des PTX vom dPGS-Kern stattfinden kann. 

Es ist anzunehmen, dass ein stabiles dPGS-PTX-Konjugat, aufgrund des dPGS-Transportes 

(OATP) [161], ebenfalls zellulär aufgenommen werden kann. Für auch intrazellulär stabile Kon-

jugationen sollte jedoch eine zu der C-2‘-Position differente Bindungsstelle gewählt werden. 

Modifikationen der OH-Gruppe der C-7-Position des PTX-Kernes (zu 7-Acetylpaclitaxel) führ-

ten bspw. nur zu einer geringen Verminderung der Aktivität von PTX in vitro [271]. Demgegen-

über stehen jedoch dazu differente Ergebnisse der Aktivität nach Modifikation der C-7-Position, 

bspw. mit Phosphaten (keine In-vitro-Aktivität) [81]. Die C-7-Position des PTX sollte trotz die-

ser diskrepanten Ergebnisse als Bindungsort für die Weiterentwicklung des  

dPGS-PTX-Konjugates evaluiert werden, um Konjugationen an der pharmakologisch wichtigen 

C-13-Seitenkette zu vermeiden. 

Auf den möglichen Einfluss eines auch intrazellulär stabilen Konjugates auf die Elimination 

wurde bereits eingegangen (Kapitel 4.4.2.). 

4.7. Eignet sich dPGS als Drug-Targeting-System? 

Das Polymer dPGS weist eine Vielzahl von Eigenschaften auf, die eine Anwendbarkeit als  

Drug-Targeting-System ermöglichen könnten (Kapitel 1.4.5). Grundsätzlich muss ein Drug-

Targeting-System biokompatibel sein [129] und sollte sich im Zielgewebe anreichern können 

[103]. 
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Diese Arbeit untersuchte die Eignung des dPGS als Drug-Targeting-System in zwei verschiede-

nen Abschnitten: (1.) der Anwendung von dPGS in vivo und (2.) durch die Analyse kovalenter 

dPGS-Zytostatika-Konjugate in vitro. 

 

In vivo wurde gezeigt, dass dPGS keine toxischen Effekte verursacht [195]. Gleichzeitig wurden 

der Median des relativen Tumorvolumens vermindert (n. s.), die Proliferation im Tumorgewebe 

signifikant reduziert und eine histologisch nachweisbare Anreicherung von dPGS im tumorum-

gebenden Bindegewebe dargestellt. 

Das Polymer dPGS erfüllt durch diese Aspekte pharmakologische Grundvoraussetzungen 

für eine erfolgreiche Anwendung als Drug-Targeting-System in vivo und sollte weiter eva-

luiert werden. 

Zusätzliche In-vivo-Untersuchungen zur Pharmakokinetik (Verteilung in andere Kompartimente 

und deren Quantifizierung), Langzeittoxizität und zur Wirksamkeit des dPGS sind jedoch not-

wendig. Gleichzeitig sind bei der Weiterentwicklung die diskutierten, möglicherweise problema-

tischen Effekte einer subkutanen Injektion von dPGS-Wirkstoff-Konjugaten zu bedenken. 

 

Das Polymer dPGS eignet sich weiterhin zur Konjugation mit Zytostatika [155]. Zur Auswahl 

und Charakterisierung eines dPGS-Zytostatika-Konjugates wurden In-vitro-Untersuchungen 

durchgeführt. Das evaluierte dPGS-Zytostatika-Konjugat (dPGSamin-PTX-(6)) wies eine im 

Vergleich zu PTX teilweise signifikant geringere Zytotoxizität bei A431-/A549-Zellen und eine 

signifikant geringere Zytotoxizität bei nicht-malignen HUVEC-Zellen auf, wobei sich die Fakto-

ren der IC50-Differenzen jedoch deutlich unterschieden. Zusätzlich erfolgte die Zunahme der 

Fluoreszenz von mit dPGSamin-PTX-(6)-ICC-inkubierten Zellen linear und ohne Sättigung. 

Dennoch repräsentierte das untersuchte dPGSamin-PTX-(6) keine geeignete Drug-

Targeting-Verbindung, da eine frühzeitige Freisetzung des zytotoxischen Wirkstoffanteils 

(PTX) vom potentiellen Drug-Targeting-Anteil (dPGSamin) im Rahmen dieser Arbeit 

vermutet und diese Freisetzung letztlich auch bestätigt wurde [155]. Durch die frühzeitige 

Freisetzung, vor allem im Plasma [155], war ein verbessertes pharmakologisches Profil 

hinsichtlich der selektiven Anreicherung von PTX um Tumoren und einer verminderten 

systemischen Toxizität für dieses Konjugat nicht zu erwarten. 

Die Verbindung zwischen Wirkstoff und dPGS ist deshalb zu modifizieren und für jedes neue 

Konjugat hinsichtlich der Wirkstofffreisetzung zu evaluieren [155]. Dabei müssen zytosolisch 
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aktive Wirkstoffe von nukleär aktiven Wirkstoffen unterschieden und das Aufnahmeverhalten 

(Geschwindigkeit, nukleäre Aufnahme) in das neue Konzept einbezogen werden. 

Die nicht wirksamen dPGS-Zytostatika-Konjugate sollten strukturiert untersucht und die benann-

ten Hypothesen zur fehlenden Wirksamkeit überprüft werden (fehlende Aufnahme, Strukturver-

änderung). Eine Weiterentwicklung von dPGS-CAB-Konjugaten sollte jedoch nicht weiter ver-

folgt werden. Die Erhöhung des zytotoxisch aktiven Wirkstoffanteils könnte die Wirksamkeit 

verbessern, wobei jedoch der Erhalt der Löslichkeit und dPGS-spezifischer Eigenschaften für ein 

mögliches Drug-Targeting essentiell ist (Bindungsverhalten, zelluläre Aufnahme). 

Um eindeutige Struktur-Wirkungs-Beziehungen ableiten zu können, sollten zukünftig definierte 

Molekulargewichte untersucht und keine polydispersen Polymere mehr genutzt werden. Neue 

Fluorochrom-Konjugate sind so zu synthetisieren, dass deren Fluoreszenz quantitativ zwischen 

den verschiedenen Konjugaten vergleichbar ist. 

 

Insgesamt könnte das dendritische Polyglycerolsulfat ein potentielles Drug-Targeting-System 

zur Anwendung in der Tumorchemotherapie darstellen. Die methodischen Diskussionen und die 

Resultate aus der Anwendung von dPGS in vivo sowie der Analyse von  

dPGS-Zytostatika-Konjugaten in vitro stellen die Grundlage zur Weiterentwicklung und  

-evaluierung von dPGS als potentielles Drug-Targeting-System dar. 
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