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hu: human

huTR: Human Targeted RNase

ICso: Inhibition Concentration 50
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IgG: Immunglobulin G

M: Molare Masse
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Zusammenfassung

Einleitung: Klassische Chemotherapeutika sind aufgrund ihrer oft unzureichenden Selektivitat
durch eine hohe systemische Toxizitat gekennzeichnet. Durch einen gezielten Transport kénnten
die systemischen Nebenwirkungen gesenkt und der therapeutische Effekt verbessert werden.
Dendritische Polymere konnen als effiziente Targeted Drug Delivery Systeme (TDDS) verwendet
werden.  Das MacroDel (Macromolecular Delivery), ein synthetisches, polysulfatiertes,
monodisperses Polyglycerol, soll in der vorliegenden Arbeit als Transportmolekil fir Enzyme
untersucht werden. Enzymatisch aktive Substanzen werden aufgrund der fehlenden Mdglichkeit
sie gezielt an ihren Wirkort zu transportieren, selten als Zytostatika eingesetzt. Sie besitzen jedoch
ein hohes zytotoxisches Potential. Am Beispiel von RNase, DNase und Asparaginase soll
untersucht werden, ob sich das MacroDel als Transportvehikel fiir Enzyme in der Tumortherapie

eignet.

Methoden: Die Enzyme wurden an das MacroDel konjugiert. Der Kopplungserfolg wurde tiber
eine native Gelelektrophorese geprift und die enzymatische Aktivitat nach Konjugation mittels
Photometrie gemessen. Die Aufnahme und Verteilung des MacroDels und der MacroDel-Enzym
Konjugate wurde in vitro auf sdmtliche Tumorzelllinien tber Durchflusszytometrie und
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Daftir wurden das MacroDel und die MacroDel-Enzym
Konjugate an einen ICC-Farbstoff konjugiert. In vivo erfolgte die Analyse auf Nude-Fox1™
Méausen, denen das humane Kolonkarzinom HT29 und ein gastropankreatischer Tumor implantiert
wurde. Die Zytotoxizitdt wurde in vitro mittels MTT-Tests analysiert. Der Nachweis der
transportervermittelten Aufnahme des MacroDels und der MacroDel-Enzym Konjugate erfolgte
durch die Inhibierung von OATP1B1 mit Rifamycin.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass die Konjugierung der Enzyme an das MacroDel ohne
wesentlichen Aktivitatsverlust moglich ist. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass das
MacroDel und die MacroDel-Enzym Konjugate von allen getesteten Tumorzelllinien in vitro
zytoplasmatisch aufgenommen werden und in vivo im Tumor akkumulieren. lhre Aufnahme
konnte durch einen OATP-Transporter Inhibitor gghemmt werden. Zudem konnten das MacroDel
und die MacroDel-Enzym Konjugate in vitro auf einigen Tumorzelllinien zytotoxische Effekte

hervorrufen.

Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das

MacroDel gezielt Enzyme ins Tumorgewebe transportieren kann. Weiterhin werden das MacroDel



und die MacroDel-Enzym Konjugate wahrscheinlich iber Transporter direkt ins Zytoplasma von
Tumorzellen aufgenommen. Das MacroDel stellt somit eine vielversprechende Wirkstoffgruppe
dar, die als Targeted Drug Delivery System fur Enzyme in der Tumortherapie weiter untersucht
werden sollte. Das MacroDel kénnte aufgrund seiner direkten zytoplasmatischen Aufnahme, das

Targeting vieler neuer intrazelluldrer Strukturen erméglichen.



Abstract

Introduction: Conventional chemotherapeutic drugs are mostly associated with high systemic
cytotoxicity because of their low selectivity. Selectivity can be increased by the use of targeted
drug delivery systems which lead to lower side effects and better therapeutic outcomes. Dendritic
polymers have shown to be promising targeted drug delivery systems (TDDS) in cancer. In this
thesis, the MacroDel (Macromolecular Delivery), a synthetic polysulfated Dendron made of
glycerol monomers, is evaluated regarding its ability to act as a TDDS for enzymes. Several
enzymes have high cytotoxic potential. However, the inability to transport them to their
cytoplasmatic target has been the major reason why enzymes have rarely been used in
chemotherapies. By using the example of RNase, DNase and Asparaginase, this thesis analyses

the potential of MacroDels as targeted drug delivery systems for enzymes in cancer treatment.

Methods: The conjugation of the enzymes to the MacroDel was controlled through native
gelelectrophoresis and the enzyme activity after conjugation through photometry. The MacroDel
and the MacroDel-enzyme conjugates were conjugated to ICC-dyes. The in vitro uptake and
distribution were then analysed on all cancer cell lines using flow cytometry and fluorescence
microscopy. The in vivo analysis was performed on Nude-Fox1™ mices transplanted with the
human coloncarcinoma HT29 and a gastropancreatic tumor. Cytotoxicity of the MacroDel and its
enzyme-conjugates were examined in vitro using MTT-assays. The uptake of the MacroDel and
its conjugates were analysed by inhibiting OATP1B1 with Rifamycin.

Results: It could be shown that the conjugation of enzymes to the MacroDel is possible without
losing enzymatic activity. Furthermore, it could be demonstrated that all cancer cell lines take up
the MacroDel and the MacroDel-enzyme conjugates in vitro and accumulate in vivo in cancer
tissues. Their uptake is downregulated by the Inhibition of OATP-Transporters. Additionally the
MacroDel and the MacroDel-enzyme conjugates show a cytotoxic effect on several cancer cell

lines in vitro.

Conclusion: For the first time, it could be shown that MacroDels are able to target enzymes to
cancer tissues. Furthermore, it could be demonstrated that MacroDels and the MacroDel-enzyme
conjugates are directly uptaken into the cytoplasm of cancer cells by transporters. Consequently,
MacroDels represent a promising TDDS for enzymes in cancer that should be further investigated.
Also the MacroDel would enable the targeting of a multitude of new cytoplasmatic structures that

were inaccessible before.



1. Einleitung
1.1. Tumore
1.1.1. Definition und Epidemiologie

Tumore sind komplexe, heterogene und sich dynamisch entwickelnde Gewebe, die aus
korpereigenen Zellen entstehen. Sie gehtren zu den hdufigsten Todesursachen weltweit und stellen
in Deutschland die zweithdufigste Todesursache dar [1]. Die Anzahl an Neuerkrankungen steigt
aufgrund des Alterns der Bevolkerung und der besseren Uberlebensaussichten jahrlich an [2] und
stellt eine weltweite gesundheitsékonomische Herausforderung dar, die geschatzte 1,16 Trillionen
USD an Kosten pro Jahr verursacht [3]. Es ist also von héchster Bedeutung effiziente, skalierbare
und Kkostengiinstige Diagnostik- und Therapiemdoglichkeiten zu entwickeln, die dieser

Herausforderung gewachsen sind.

1.1.2. Die Entstehung von Tumoren

Es gibt Ober 100 verschiedene Tumortypen und innerhalb eines selben Tumors kdnnen
unterschiedliche Subtypen vorhanden sein [4]. Trotz dieser Heterogenitat konnten Hanahan et al.
sechs Kernmerkmale identifizieren, die bei allen malignen Tumoren vorhanden sind und die fiir
die Entwicklung zur malignen Zelle Voraussetzung sind. Die Merkmale werden in einem
mehrstufigen Prozess erworben, welcher mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und Reihenfolge
stattfinden kann. Zu den sechs Hauptmerkmalen gehdren die Selbstversorgung mit
Wachstumsfaktoren, die Unempfindlichkeit gegenuber wachstumshemmenden Faktoren, die
Evasion vor dem programmierten Zelltod, die unbegrenzte Zellteilungsmoglichkeit, die Fahigkeit
zur Angiogenese und die Féahigkeit zur Invasion und Metastasierung [4]. Diese Hauptmerkmale
werden Uberwiegend Uber Mutationen erlangt. Jedes Merkmal kann jedoch durch verschiedene
Mutationen, die in unterschiedliche Signalwege eingreifen, entstehen. Ermoglicht wird dies, durch
die genomische Instabilitat von Tumorzellen: Sie reagieren sensibler auf Mutagene und besitzen

keine voll funktionsfahigen DNA-Reparaturmechanismen mehr [5].

Tumore bestehen jedoch nicht nur aus tumordsen Zellen. Sie besitzen die Fahigkeiten, normale
Zellen zu rekrutieren und fiihren somit zur Ausbildung eines tumorésen Mikromilieus, welches
ihr Wachstum mitférdert [5]. Zu den rekrutierten Zellen gehéren u.a. Endothelzellen [6], Tumor-
assoziierte Fibroblasten [7] und Stammzellen [8, 9]. Weiterhin ist das entziindliche Milieu im
pratumordsen und tumordsen Geweben von herausragender Bedeutung: Es fordert Uber

verschiedene Mechanismen das Tumorwachstum (zusammengefasst [5]).
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Die Komplexitdt der tumordsen Zellverbande, ihre Heterogenitdt sowie ihre dynamische

Entwicklung, stellen eine Herausforderung fir die Entwicklung effizienter Therapeutika dar.

1.1.3. Tumortherapien und ihre Limitierungen

Die Therapie maligner Erkrankungen besteht aus drei Hauptséulen: die chirurgische, die
radiologische und die Chemotherapie. Die Auswahl der Therapie richtet sich nach der Tumorart,
dem Differenzierungsgrad und der Ausbreitung. Je nach Allgemeinzustand des Patienten, wird
dann entschieden ob in kurativer oder in palliativer Absicht therapiert wird. Dabei kénnen alle drei
Therapiemdglichkeiten kombiniert werden. Eine neue Gruppe an Tumortherapeutika stellen die
gezielten Tumortherapeutika (Targeted Cancer Therapeutics) dar, die zu den unkonventionellen

Chemotherapeutika gezéhlt werden.

- Die chirurgische Therapie

Die chirurgische Therapie ist Bestandteil der meisten kurativen Therapien von soliden Tumoren.
Uber einen chirurgischen Eingriff wird die Tumormasse vollstandig im Gesunden reseziert ggf.
unter Mitnahme der regionalen Lymphknoten [10]. Sie kann in palliativen Situationen ebenfalls
zur Symptomlinderung eingesetzt werden [10]. Nachteil chirurgischer Therapien ist ihre
Invasivitat, die abhangig von dem durchgefiihrten Eingriff mit einem hohen perioperativen Risiko
einhergehen kann. Dementsprechend konnen nur Patienten in maRkigem bis gutem
Allgemeinzustand operiert und ggf. geheilt werden. Weiterhin kann die chirurgische Therapie, bei

unresezierbaren Tumoranteilen oder Metastasen, nicht zur Heilung fuhren.

- Die Radiotherapie

Die Radiotherapie erfolgt tber lokale Applikation ionisierender Strahlen, die zu einer
Zellzerstérung und Proliferationshemmung fiihren [11]. Diese Therapieform wird in kurativer
Absicht haufig mit einer chirurgischen oder pharmakologischen Therapie kombiniert, kann aber
auch prophylaktisch und palliativ eingesetzt werden [11]. Nach der Radiotherapie entwickeln viele
Patienten eine akute Strahlenreaktion, die u.a. durch Ubelkeit, Erbrechen und je nach bestrahlter
Region z.B. durch Schleimhautentziindungen, Panzytopenien und Strahlenpneumonitiden
gekennzeichnet ist [12]. Weiterhin kdnnen Patienten im Verlauf chronische Strahlenreaktionen
entwickeln, die mit irreversiblen Gewebsfibrosierungen im Bestrahlungsbereich einhergehen und
zum Auftreten von Zweitmalignomen flihren konnen [12]. AufRerdem sind viele Tumore

strahlenresistent, so dass weitere Therapieansétze verfolgt werden mussen.
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- Die Chemotherapie

Ein Chemotherapeutikum, auch Zytostatikum genannt, ist ein Sammelbegriff fir eine zunehmend
heterogene Gruppe an Pharmaka, die Uber unterschiedliche Mechanismen die Zellproliferation
hemmen. Sie werden in beinahe jedem Therapieregime eingesetzt [13]. Beispiele daftr sind
Alkylanzien wie Cisplatin, die durch Alkylierung der DNA zu DNA-Strangbrtichen fuhren, oder
Mitosehemmstoffe wie Vincristin, die durch Zerstérung des Spindelapparates, die Zellteilung
hemmen [14]. Die konventionellen Zytostatika sind nur bedingt selektiv. Sie hemmen die
Zellteilung, so dass jedes proliferierende Gewebe gleichermaRen geschéadigt wird [13]. Daraus
leiten sich die vielzdhligen Nebenwirkungen ab: Schadigung der Magen- und Darmschleimhaut,
Knochenmarksuppression, Haarausfall, Schadigung der Gonaden mit Infertilitt. Weiterhin haben
die einzelnen Zytostatika spezifische, teilweise schwerwiegende Nebenwirkungen, die bei der

Verabreichung beachtet werden mussen [13].

Aufgrund der Toxizitat der konventionellen Zytostatika und der nur bedingten Wirksamkeit,

entwickelte sich im Verlauf eine neue Klasse an Zytostatika: die gezielten Tumortherapeutika.

- Die gezielten Tumortherapeutika

Gezielte Tumortherapeutika sind Therapeutika, die im Gegensatz zu den konventionellen
Zytostatika, tumorspezifische Angriffspunkte anvisieren. Durch Hemmung eines spezifischen
Molekiils, welches im Wachstum und in der Proliferation der Tumorzelle beteiligt ist, wird die
Progression gehemmt [15]. Man unterscheidet drei Arten von gezielten Tumortherapeutika:
Monoklonale Antikérper, Small Molecule Inhibitors und Immunotoxine [15]. Hauptunterschied
zwischen den monoklonalen Antikérpern und den Small Molecules Inhibitors sind ihre
Zielmolekdle. Wahrend die Small Molecules Inhibitors intrazellul&re Molekiile anvisieren, kdnnen
monoklonale Antikoérper, aufgrund ihres hohen Molekulargewichts, nicht in die Zelle penetrieren
und sind auf zelloberflachliche oder extrazelluldre Molekile beschrankt [16]. Immunotoxine, eine
neue Generation an gezielten Tumortherapeutika, sind Fusionsproteine bestehend aus einem
modifiziertem Antikérper oder Wachstumsfaktor und einem Toxin [15]. Mit der Entwicklung
gezielter Tumortherapien konnten teilweise revolutiondre Erfolge erreicht werden. Ein
bedeutender Erfolg wurde mit der Entwicklung des Small Molecule Inhibitors Imantinib erreicht.
Imantinib hemmt spezifisch eine intrazelluldre Uberaktive Tyrosinkinase, das BCR-ABL Protein,
welches durch Chromosomentranslokation entsteht und bei dem gro3ten Teil der Patienten mit

chronisch myeloischer Leukdmie vorhanden ist [17].
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Der Einsatz von gezielten Tumortherapien ist zum Teil durch das schnelle Auftreten von
Resistenzen limitiert. Sie entstehen durch Mutationen im Zielmolekul, welches dadurch nicht mehr
gebunden werden kann, oder durch Aktivierung alternativer Signalwege, die zu weiterem
Wachstum fiihren [18]. Ein weiterer Nachteil ist, dass Patienten vorab auf das Zielmolekiil getestet
werden mussen und allein positive Patienten von der Therapie profitieren. Tumore sind heterogene
Gewebe, so dass gelegentlich nur Anteile des Tumors das Zielmolekil exprimieren und keine
komplette Remission erreicht werden kann [16]. Gezielte Tumortherapeutika sind allgemein
vertraglicher als die konventionellen Chemotherapeutika, konnen jedoch auch zu einer Reihe von
Nebenwirkungen fiihren. Unter anderem kdnnen monoklonale Antikorper vermehrt allergische
Reaktionen ausldsen, wéhrend Small Molecules Inhibitors haufig andere Signalwege beeinflussen

und zu Medikamenteninteraktionen fiihren [19].

Die gezielten Tumortherapeutika konnten bis jetzt, aufgrund der oben genannten Limitierungen,
nur bei einzelnen Tumoren die konventionellen Chemotherapeutika ablésen. Die konventionelle
Chemotherapie bzw. die Kombination mit weiteren Verfahren ist weiterhin Hauptpfeiler der
Tumortherapie. Ihre bedingte Wirksamkeit beruht vorwiegend auf der verabreichten Dosis, die
aufgrund der systemischen Toxizitat nicht gesteigert werden kann [20]. Durch einen gezielten
Transport konnte lokal die Konzentration gesteigert und die systemischen Nebenwirkungen
gesenkt werden. Es ist also von herausragender Bedeutung effiziente ,, Targeted Drug Delivery

Systeme* zu entwickeln.

1.2. Targeted Drug Delivery Systeme
1.2.1. Ubersicht der Transportsysteme

Targeted Drug Delivery Systeme (TDDS) konnen als Systeme definiert werden, die die
Akkumulation einer pharmakologischen Substanz an ihrem Zielorgan selektiv ermdglichen,
unabhéngig von dem Ort und der Art der Administration [21]. Dazu gehéren einerseits die
biologisch inspirierten Transportsysteme, die hauptsachlich aus Bakterien, Viren oder
Eukaryonten entwickelt werden, und andererseits die nicht biologischen Transportsysteme, die
sich weiter in anorganische und organische Transportsysteme unterteilen lassen [22]. Die
biologischen und anorganischen Transportsysteme sollen in dieser Arbeit nicht behandelt werden,
sind aber in Ubersichtsarbeiten ausfiihrlich dargestellt [23]. Organische Transportsysteme gehoren
zu den haufigsten im klinischen Alltag angewandten Transportsysteme. Hauptvertretergruppen
sind die lipidhaltigen Transportsysteme, vorwiegend Liposome und Lipidnanopartikel, und die
polymeren Transportsysteme [24].
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- Lipidhaltige Transportsysteme

Liposome werden als Transportvehikel fiir Zytostatika wie Doxorubicin in der Tumortherapie
[25], aber auch in der Infektiologie eingesetzt [26]. Neuere Ansatze untersuchen die Mdglichkeit
uber Liposome Immunmodulatoren [27] oder genetische Therapeutika [28] zu transportieren.
Liposome bestehen aus einer Lipiddoppelschicht und kapseln somit den Wirkstoff ein [29].
Lipidnanopartikel sind neuere Molekdile, die unter anderem entwickelt wurden um Therapeutika
zu transportieren, die nicht in Liposome geladen werden konnten [30]. Ihr Einsatz als

Transportsystem wird derzeit noch erforscht.

- Polymere Transportsysteme

Polymer aus dem griechischen poly “viel” und méros ,, Teil* abgeleitet, ist eine Bezeichnung fur
chemische Stoffe, die aus einer Vielzahl von gleichen Struktureinheiten bestehen. Man
unterscheidet je nach Form und Zusammensetzung Nanohydrogele, Mizellen, Polyplexe und
Polymer-Konjugate [31-34]. Sie besitzen unterschiedliche Eigenschaften und werden
dementsprechend zum Transport unterschiedlicher Substanzen eingesetzt. So bestehen polymere
Hydrogele aus hydrophilen Stoffeinheiten, die es ermdglichen innerhalb ihrer drei dimensionalen
Struktur, groBe Mengen an hydrophilen Therapeutika zu speichern [31]. Polymere Mizellen
hingegen sind amphiphatische Molekiile mit einem lipophilen Kern, so dass diese Transportform
sich besonders fur lipophile Therapeutika eignet [21] [35]. Polyplexe sind meist polyelektrische
Komplexe bestehend aus einem Polycation und einem anionischen Oligonucleotid oder Plasmid
[32]. Innerhalb dieser Struktur kénnen sowohl DNA Bestandteile als auch Tumortherapeutika
transportiert werden [32]. Polymer-Konjugate besitzen eine charakteristische tripartide Struktur
bestehend aus einem Polymer, einem Linker und der pharmakologischen Substanz [36], die Uber
den Linker kovalent am Polymer gebunden ist. Das Polymer kann linear oder dendritisch sein [32]
und aus unterschiedlichen Untereinheiten bestehen [37]. Lineare Polymere besitzen den Nachteil,
ein bis maximal zwei Substanzen binden zu kénnen [36]. Dendritische Polymere hingegen kénnen
mit einer Vielzahl von Substanzen konjugiert werden und bieten somit die einzigartige

Maglichkeit gleichzeitig diagnostische Substanzen, Therapeutika und Liganden zu binden [36].

1.2.2. Effiziente Targeted Drug Delivery Systeme: Voraussetzungen

Trotz der Vielfalt an Transportern, die bereits existieren, spiegelt die unzureichende Selektivitat
der meisten Chemotherapeutika die Schwierigkeit wider effiziente TDDS zu entwickeln. Um ein
solches entwickeln zu kdnnen, ist ein Verstandnis tber die Barrieren, die ein TDDS uberwinden

muss, von groRRer Bedeutung. In den folgenden Abschnitten werden die Hurden, die ein TDDS
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uberwinden muss, nacheinander vorgestellt. Dabei wird allein auf intravends verabreichte

Substanzen eingegangen.

- Der systemische Kreislauf

Nach intravendser Verabreichung miissen TDDS mit ihrem Kargo im Blut fir einen langeren
Zeitraum zirkulieren [38]. Dies ist die Voraussetzung fiir die Verteilung der Substanz im Kdorper
und der darauffolgenden Anreicherung im Zielgewebe. Ein TDDS sollte also die Bioverfiigbarkeit
der Substanz steigern [38]. Dafiir muss die Einheit aus TDDS und Kargo l6slich sein [38]. Es muss
die Substanz vor friihzeitigem Abbau durch zirkulierende Proteasen schiitzen und eine Elimination
durch die Niere und Leber verzégern [38]. Weiterhin sollte ein TDDS die Wirkstoffvertraglichkeit
durch Verbergung potentiell antigener und immunogener Doméanen erhéhen [38]. Das TDDS
selber sollte ebenfalls keine Immunreaktion, H&molyse oder Gerinnungsaktivierung im Blut

hervorrufen [39].

- Die Extravasation und Akkumulation

Uber den systemischen Kreislauf gelangt das TDDS mit seinem Kargo zum Zielgewebe, wo es die
nachste Hirde Uberwinden muss: die Extravasation aus dem BlutgefaR ins Interstitium [40].
Tumorgefalie besitzen besondere Eigenschaften: Sie sind vermehrt durchlassig und kénnen bis zu
780nm groflle Liicken aufweisen, so dass TDDS mit ihrem Kargo meist Uber die Lucken ins
Gewebe diffundieren kdnnen [41]. Dabei konnte nur die Akkumulation von 15kDa bis 70kDa
grolRe Makromolekiile nachgewiesen werden [42]. Diese wird von dem gestérten Lymphabfluss,
der in vielen Tumoren herrscht, unterstitzt [43]. Diese Besonderheiten werden h&ufig unter dem
Begriff ,,Enhanced Permeability and Retention Effect“ (EPR) oder ,Passive Targeting™
zusammengefasst [43]. Das Ausmal, in welchem der EPR-Effekt stattfindet ist eng von dem
Vaskularisierungsgrad und dem jeweiligen Tumorendothel abhangig [15]. Beide Faktoren sind
jedoch sehr variabel und kénnen je nach Lokalisation [44] und Tumorart [45] variieren. Weiterhin
ist die Akkumulation auch von der Plasmahalbwertszeit sowie der Konzentration des TDDS und

seines Kargos im Blut abhangig [15].

- Das Targeting innerhalb des Zielgewebes

Nach Uberwindung der Endothelbarriere muss das TDDS mit seinem Kargo innerhalb des
Gewebes zu seiner Zielstruktur gelangen. Die Voraussetzung dafir ist die Moglichkeit frei im
Interstitium zu diffundieren [40]. Diese ist in Tumoren hdufig eingeschrankt, aufgrund von sehr
hohen interstitiellen Driicken [46], so dass die TDDS und ihre Kargos selten tiefe Tumorschichten

erreichen [47]. Gelingt es dem TDDS mit seinem Kargo die Zielstruktur zu erreichen, muss es am
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Ziel seine Wirkung entfalten kénnen. Dies kann entweder durch Ligand-Rezeptor Interaktionen
mit der Zielstruktur oder durch die getriggerte Freisetzung des Kargos erfolgen [40]. Das Targeting
uber Ligand-Rezeptor Interaktionen, auch als aktives Targeting bezeichnet, erfolgt durch
Interaktion mit tumorspezifischen Strukturen [40]. Das Endothel, die subendotheliale Matrix
sowie die Tumorzelloberflache exprimieren eine Vielzahl von Rezeptoren und Proteinen, wie die
Folséure oder LDL-Rezeptoren, die unter normalen Bedingungen nicht oder nur in geringem MaRe
exprimiert werden und als Zielstruktur genutzt werden [15, 48]. Die extern getriggerte Freisetzung
des Kargos kann gezielt durch lokale Milieuverdnderungen, wie z.B. pH Veranderungen, oder
physikalische Einflusse erreicht werden [40]. Dabei kann es sich z.B. um lokal applizierte
magnetische Felder oder Ultraschallwellen handeln [15].

- Der intrazelluldre Transport

Bestimmte Therapeutika haben intrazellulare Strukturen als Ziel, so dass die TDDS einer weiteren
Barriere ausgesetzt sind: die Zellmembran. Molekdile gelangen je nach GroRe und Eigenschaften
uber unterschiedliche Mechanismen in den intrazellularen Raum. Lipophile, unpolare Molekile
konnen tber Diffusion die Membran durchqueren, wahrend geladene Molekule, wie Aminosauren
oder lonen, einen aktiven Transport benétigen [49]. Dieser kann grundsatzlich auf zwei Weisen
erfolgen. Entweder das TTDS und das Kargo werden lber Endocytose aufgenommen oder sie
gelangen direkt ins Zytoplasma. Wahrend der Endozytose schniren sich durch Invagination
Vesikel von der Zellmembran ab und gelangen in Form von Endosomen nach intrazellulér [22,
50]. Sie fusionieren im Verlauf mit den Lysosomen, wo ihr Inhalt degradiert wird, wenn es nicht
frihzeitig zum Austritt kommt [51]. NanometergroRe Transportersysteme werden Uberwiegend
uber Endozytose aufgenommen [50, 52, 53]. Der direkte Transport ins Zytoplasma kann ber
invasive Methoden wie die Elektroporation, Mikroinjektion oder Sonoporation erfolgen, die
voriibergehend zu einer Membranpermeabilisierung fiilhren und nicht selten Zellschaden
verursachen [54]. Die nicht invasive Methode erfolgt durch bestimmte TDDS, denen es Uber ihre
besonderen Eigenschaften méglich ist, durch membrandse Transporter, Translokation oder Fusion

mit der Zellmembran, direkt ins Zytoplasma aufgenommen zu werden [55].

- Die Biokompatibilitit

Ein TDDS muss also in der Lage sein, die aufgefuhrten Barrieren zu tberwinden, um gezielt und
effizient sein Kargo ans Ziel zu bringen. Zusétzlich dazu muss es, um Klinisch angewandt zu
werden, biokompatibel sein: Es sollte abbaubar sein oder renal oder hepatisch eliminiert werden

kdnnen. Weiterhin sollte es idealerweise keine Nebenwirkungen hervorrufen [38].
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1.3. Das MacroDel als Targeted Drug Delivery System fir Enzyme in der Tumortherapie
1.3.1. Das MacroDel: Ein Dendron

In der vorliegenden Arbeit wird ein Transportsystem untersucht, welches aus makromolekularen,
dendritischen Polymeren besteht (,,Macromolecular Delivery*, MacroDel). Es setzt sich aus
Glycerolmolekiilen zusammen und wird durch Sulfatgruppen funktionalisiert. Verzweigte
Polymere konnen unterschiedlich aufgebaut sein und z.B. dendrimere, linear-dendritische,
dendrigraft und hochverzweigte (hyperbranched) Strukturen aufweisen (s. Abb. 1)[36].

Dendritic polymers
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Abb. 1: Schematische Darstellung der dendritischen Polymere. Abbildung aus [56].

Dendritische Polymere lassen sich in monodispers und polydispers unterteilen. Darunter versteht
man die Molmassenverteilung eines Polymers. Wahrend bei polydispersen Polymeren die
Polymerisationsgrade und dementsprechend ihre molaren Massen variieren, besitzen
monodisperse Polymere einen definierten Polymerisationsgrad und eine definierte molare Masse
[36]. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte MacroDel ist als Dendron monodispers und
besitzt dementsprechend einen definierten Polymerisationsgrad und eine definierte molare Masse
[36].

1.3.2. Das dendritische Polyglycerolsulfat: ein polydisperses Makromolekl

Die schon intensiv beforschten dendritischen Polyglycerolsulfate (dPGS) gehdren zu der Gruppe
der hochverzweigten Polymere. Das dendritische Gerlst besteht wie das MacroDel aus Glycerol-
Monomeren und die terminalen Endgruppen sind ebenfalls mit Sulfatgruppen besetzt, wodurch
ein stark anionisches Makromolekul entsteht [57]. Die dPGS wurden urspriinglich aufgrund ihrer
gerinnungshemmenden Wirkung als Alternative zu Heparin fir die Pravention und Therapie

thromboembolischer Ereignisse untersucht [58]. Im Verlauf konnten komplementinhibierende und
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antiinflammatorische Eigenschaften nachgewiesen werden [59]. Es konnte gezeigt werden, dass
das dPGS an unterschiedliche Zytokine, Wachstums- und Transkriptionsfaktoren wie Nf-KappaB
bindet [60]. In diesem Zusammenhang wurde das dPGS als Therapeutikum und als Transporter
fur Farbstoffe in der Bildgebung inflammatorischer Erkrankungen untersucht [61]. Weiterhin
konnte die Akkumulation und Aufnahme von dPGS und dPGS-Zytostatika Konjugate in
Tumorgewebe in vitro und in vivo nachgewiesen werden [62]. Im Mausmodell fiihrte das dPGS
zu einer signifikanten Abnahme der Tumormasse ohne unerwiinschte Nebenwirkungen
hervorzurufen [60]. Aufgrund der spezifischen Akkumulation und Aufnahme in Tumorzellen bei
gleichzeitig guter Vertraglichkeit wurde das dPGS vielfach als erfolgsversprechendes TDDS in
der Tumortherapie beschrieben. Das dPGS ist als Vertreter der hochverzweigten Polymere jedoch
nicht monodispers [63]. Die Entwicklung der MacroDels spiegelt den Versuch wider, die positiven
Eigenschaften des dPGS als TDDS mit den positiven Eigenschaften eines MacroDels zu
kombinieren. Die Monodisparitit der MacroDels ermdglicht eine bessere Charakterisierung der
pharmakokinetischen Eigenschaften, welche fir die spéatere Entwicklung als Medikament

essentiell ist.

1.3.3. Synthese und Aufbau des MacroDels
- Aufbau

Das MacroDel ist ein polysulfatiertes monodisperses Makromolekdl, das je nach Verzweigungs-
und Sulfatierungsgrad ein Molekulargewicht von 2671M bis 9088M aufweisen kann. In dieser
Arbeit wurden MacroDels der 2. bis 4. Generation (Verzweigungsgrad) mit jeweils 12, 24 und 48
Sulfatgruppen untersucht. Der Kern besteht aus einem Pentaerythrytol, aus welchem drei
verzweigte Aste und eine funktionelle Gruppe, dem sogenannten ,,focal point, ausgeht [64]. Die
Aste bestehen aus 1,3 Glycerol-Monomeren und die funktionelle Gruppe aus einer
Hydroxylgruppe, die im Verlauf fir die Konjugation weiter verwendet werden kann [64]. Die
terminalen Endgruppen der Verzweigungen sind mit Sulfatgruppen besetzt, wodurch ein stark
anionisches Makromolekdl entsteht [64].

- Synthese
Die Synthese des polysulfatierten MacroDels l&uft in drei Schritten ab: (1) Die Synthese des

MacroDels, (2) die Sulfatierung der terminalen Endgruppen und (3) ggf. die Konjugation.

(1) Synthese. Die Synthese erfolgt vom Kern ausgehend nach peripher nach der sogenannten
divergenten Methode. Ausgehend von Trimethylpropane (TMP) werden in einem ersten Schritt
die Hydroxylgruppen des TMP allyliert (H.C=CH-CH2R), wéhrend im zweiten Schritt die
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Doppelbindungen der Allyl-Gruppen hydroxiliert werden. Daraus entsteht ein MacroDel der 1.
Generation mit sechs Hydroxylgruppen. Dieser zweischrittige Prozess kann wiederholt werden,

um MacroDels héherer Generationen zu generieren.

OH
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Abb. 2: Graphische Darstellung der Syntheseschritte des MarcoDels. Abbildung aus [65].
TMP: Trimethylpropane; [Gx]: Generation X; i: erster Syntheseschritt; ii: zweiter Syntheseschritt.

(2) Sulfatierung. Die terminalen Hydroxylgruppen des MacroDels werden durch Zugabe von
SO3/Pyridin Komplexen und weiteren Zwischenschritten durch Sulfatgruppen ersetzt. Der
Sulfatierungsgrad der eingesetzten MacroDels ist nahezu 100%.

(3) Konjugation. Die Konjugation erfolgt Uber die Hydroxylgruppe des ,,focal points®. Es wurde
erst ein Spacer eingefiihrt, der die Interaktionen zwischen dem Dendron und der
pharmakologischen Substanz verhindern sollte. Die Spacer wurden Uber eine Ether Verbindung
(R1-O-R2) an den ,,focal point* des MacroDels gebunden. An den Spacer wurde entweder direkt
uber ein NHS-Ester oder tiber einen Linker, dem SPDP oder dem Maleimid, die pharmakologische
Substanz gebunden [64]. Das SPDP ist ein spaltbarer Linker, wéhrend das Maleimid nicht

gespalten werden kann.
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines D24S-MacroDels. Spacer: Hexylamid-PEG4; Linker: Maleimid,;
Pharmakologische Substanz: Enzym; Farbstoff: ICC.

1.3.4. Pharmakokinetische- und dynamische Eigenschaften des MacroDels

Uber die pharmakologischen Eigenschaften des MacroDels ist noch wenig bekannt. Aus
Untersuchungen mit dem strukturédhnlichen, polydispersen dPGS, lassen sich mdglicherweise
einige Eigenschaften ubertragen. Das dPGS reicherte sich Uberwiegend im Tumor- und
Entziindungsgewebe an [66-68] und flihrte systemisch zu keiner Toxizitat [60, 62, 69, 70]. Eine
ahnliche Verteilung und Vertraglichkeit des MacroDels ist zu erwarten und soll in dieser Arbeit
untersucht werden. Im Gegensatz zu den meisten Nanotransportern [50] konnte weiterhin
nachgewiesen werden, dass das dPGS auch iber andere Transportmechanismen als die Endozytose
im Zytoplasma aufgenommen wird [57]. Dies konnte in VVoruntersuchungen ebenfalls fir das
MacroDel nachgewiesen werden und soll in dieser Arbeit geprift werden [64]. Dafiir kommen
spezifische Organische Anionen Transporter (OATP) in Frage. OTP1B1 und OATP1B3 sind Teil
der OATP-Familie [71, 72]. Sie werden spezifisch in der Leber exprimiert [73] und werden in
vielen Tumoren Uberexprimiert [74-79]. Typische Substrate fir OATP1B1 und OATP1B3 sind
Hormone, Gallensduren, sulfatierte Substrate aber auch pharmakologische Substanzen wie Statine,
Antibiotika und Zytostatika [71, 72, 80]. NTCP-Transporter werden in Hepatozyten exprimiert
und nehmen tberwiegend Gallenséuren aus dem Blutkreislauf auf. Sie kdnnen ebenfalls Hormone,

pharmakologische Substanzen und sulfatierte Substrate aufnehmen [81].

1.3.5. Das MacroDel als Targeted Drug Delivery System fir Enzyme

Tumore sind hochproliferative Gewebe, die auf eine hohe Stoffwechselaktivitat angewiesen sind,
um ihren metabolischen Bedarf zu decken. Folglich spielen Enzyme in der Progression von
Tumoren eine zentrale Rolle. Die Behandlung von Tumoren mit Enzymen, die den Stoffwechsel
inhibieren, konnte in unterschiedlichen Tumoren die Progression hemmen und das Uberleben
verlangern [82-84]. Der Einsatz von Enzymen in der Tumortherapie wird jedoch durch ein
topographisches Problem limitiert [84]. Die meisten Enzyme mdissen ins Zytoplasma gelangen,
um ihre zytotoxische Wirkung zu entfalten [84]. Im Gegensatz zu den meisten Pharmaka, kdnnen
Enzyme nicht Gber membrandse Transporter oder Diffusion die Zellmembran passieren, auler sie
besitzen spezifische Translokationsdoménen, wie z.B. viele Bakterienproteine [85]. Einige
Ansétze untersuchten die Mdglichkeit tiber Fusionsproteine Enzyme intrazelluldr zu transportieren

[86]. Fusionsproteine binden tber Antikorperfragmente an zellspezifische Rezeptoren und werden
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uber Endozytose internalisiert, so dass es bei fehlenden Evasionsstrategien zur Degradation der
Enzyme im Lysosom kommt [87]. Die Konjugation an ein TDDS wie das MacroDel, das Enzyme
oder andere Substanzen direkt in den zytoplasmatischen Raum liefern kdnnte, stellt eine attraktive
und vielversprechende Perspektive fir die Entwicklung neuer Tumortherapien dar. In dieser
Arbeit soll am Beispiel der Ribonuklease (RNase), Desoxyribonuklease (DNase) und
Asparaginase (ASNase) untersucht werden, ob sich das MacroDel als TDDS flr Enzyme eignet.

In folgenden Abschnitten werden die Enzyme vorgestelit.

- Ribonuklease
Die RNase ist ein Enzym, welches den Abbau von RNA Katalysiert und somit die
Proteinbiosynthese reguliert [49]. Das zytotoxische Potential, welches durch Hemmung der
Proteinbiosynthese entsteht, wurde schon vielfach beschrieben [88, 89]. Die RNase Ranpirnase
(aus dem Leopardfrosch Rana Pipiens) konnte bereits in klinischen Studien gute antitumordse
Effekte erzielen [90]. Das Fusionsprotein huTR, bestehend aus einer humanen pankreatischen
RNase und einem murinen Anti-CD30 Antikorperfragment (ScFvFc), zeigte ebenfalls in vitro
einen zytotoxischen Effekt auf CD30 positive T-Zelllymphome [86]. Die Internalisierung erfolgt
in beiden Fallen Gber Endozytose [86, 91]. Die Konjugation der RNasen an das MacroDel wirde
einen intrazelluldaren Transport direkt ins Zytoplasma ermdglichen. In dieser Arbeit wurde das
MacroDel mit dem huTR konjugiert, da es als humane RNase, ein geringeres allergenes Potential

besitzt und somit eine bessere Vertraglichkeit verspricht.

- Desoxyribonuklease

DNasen sind Enzyme, die Gber Hydrolyse DNA spalten [49]. Sie kdnnen durch den Abbau von
DNA die Apoptose in Zellen induzieren. Sie scheinen eine wichtige Rolle in der Progression und
Metastasierung von Tumoren zu spielen. So konnte in tiber 60 humane Tumore eine verminderte
DNase Aktivitat nachgewiesen werden [92]. Die Behandlung mit DNase | fuhrte zur Hemmung
der Proliferation und Metastasierung [93, 94]. Die Wirkung der DNasen scheint auf den Abbau
extrazellularer DNA zu beruhen, die von Tumorzellen sezerniert wird, um die Synthese der
Faktoren zu stimulieren, die fir das Wachstum, die Adhasion und Metastasierung notwendig sind
(zusammengefasst [95]). Um einen direkten zytotoxischen Effekt auf die Tumorzellen auszuiiben,
mussten die DNasen intrazellular transportiert werden. Dort kdnnen die DNasen wéhrend der
Zellteilung ihre Wirkung entfalten [49]. In dieser Arbeit wurde die rekombinante Form der DNase
I (Dornase) mit dem MacroDel konjugiert. Die Dornase wird hauptsachlich im Pankreas

synthetisiert [96]. Sie wird zur Viskositatsreduzierung in der Therapie der zystischen Fibrose
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inhalativ verabreicht und ist gut vertraglich [97]. Aufgrund der bereits nachgewiesenen guten
Vertréglichkeit der Dornase wurde diese fur die Konjugation ausgewéhit.

- Asparaginase
Die ASNase katalysiert die Umwandlung von Asparagin zu Asparaginsaure unter Abspaltung von

Ammonium [98]. Asparagin ist eine nicht essentielle Aminosaure und wird aus Glutamin tber die
Asparaginsynthethase (ASNS) de novo synthetisiert [98]. Neuere Erkenntnisse suggerieren, dass
Asparagin von Zellen als Aminoséureaustauscher fur essentielle Aminosauren genutzt wird [98].
Asparagin nimmt somit eine koordinierende Funktion in der Protein- und Nukleotidbiosynthese
ein [98]. Das Asparagin stellt somit ein sehr interessantes Target in der Tumortherapie dar. Die
ASNase wird bereits erfolgreich in der Behandlung verschiedener Leukamien und Lymphome
eingesetzt und flhrt zu einer Senkung des Asparaginspiegels im Blut [83]. Lymphozyten sind auf
die Zufuhr von Asparagin aus dem Blut angewiesen, so dass es zur einer Hemmung der
Proteinbiosynthese und somit der Proliferation kommt. In soliden Tumoren konnten bis jetzt
jedoch keine antitumordsen Effekte erzielt werden [99]. Womdglich hangt es mit der ASNS
zusammen, die in den meisten soliden Tumoren exprimiert wird [100]. Die Konjugation der

ASNase an das MacroDel kdnnte mdglicherweise eine Wirkung auf solide Tumore hervorrufen.
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1.4. Ziel der Arbeit

Tumorerkrankungen gewinnen durch das Altern der Bevolkerung zunehmend an Bedeutung. Die
verfugbaren medikamentdsen Therapien fuhren selten zur Heilung und sind aufgrund der
mangelnden Spezifitat mit einer hohen systemischen Toxizitat verbunden. Die Toxizitat kann tber
den Einsatz von TTDS vermindert werden, da das Therapeutikum direkt an den Wirkort
transportiert wird. Das dPGS, die polydisperse Variante des MacroDels, erfillt in vitro und in vivo
die Grundvoraussetzungen eines TTDS [60]. Es konnte mit Zytostatika konjugiert werden und die
Aufnahme von dPGS-Zytostatika Konjugate konnte in vivo und in vitro nachgewiesen werden
[60, 62]. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob sich das strukturédhnliche MacroDel
ebenfalls als TTDS eignet. Es soll am Beispiel von Enzymen untersucht werden, ob das MacroDel
in der Lage ist, grolRe und komplexe Proteine ins Zytoplasma zu transportieren, ohne dabei ihre
Funktion zu beeintrachtigen. Weiterhin sollen die MacroDel-Enzym Konjugate auf ihre Wirkung

als potentielles Zytostatikum evaluiert werden.

Um diese Fragestellungen zu beantworten, sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Aspekte

analysiert werden:

1. Die Aufnahme und das intrazellulare Verteilungsmuster des MacroDels soll in vitro evaluiert
werden. Dabei soll der Einfluss des Sulfatierungsgrades, der Spacer und Linker untersucht werden.
2. Das MacroDel soll beziiglich seiner Zytotoxizitat unter Berlicksichtigung unterschiedlicher
Sulfatierungsgrade, Spacer und Linker in vitro analysiert werden.

3. Ausgewahlte MacroDels sollen mit der RNase, Dornase und ASNase konjugiert werden.
Anschlieend soll die Aktivitat der konjugierten Enzyme geprift werden.

4. Die Aufnahme und Verteilung der MacroDel-Konjugate soll in vitro untersucht werden.

5. Die Aufnahme des MacroDels und der MacroDel-Konjugate Uber OATP-Transporter soll
nachgewiesen werden.

6. Die MacroDel-Konjugate sollen bezlglich ihrer Zytotoxizitat in vitro getestet werden.

7. Die Verteilung und Vertraglichkeit das MacroDels und eines ausgewahlten MacroDel-
Konjugates soll im Mausmodell untersucht werden.

Dazu werden folgende Methoden eingesetzt:
- Der Nachweis der in vitro Aufnahme des MacroDels und seiner Konjugate soll tber

Durchflusszytometrie erfolgen.
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Die Analyse des intrazelluléren Verteilungsmusters des MacroDels und seiner Konjugate
wird in vitro und in vivo mittels Epifluoreszenzmikroskopie und Konfokalmikroskopie
durchgefiihrt.

Die Untersuchung des MacroDels und seiner Konjugate auf Zytotoxizitat erfolgt tber
MTT-Assays.

Die Konjugation der Enzyme an das MacroDel soll Gber native Gelelektrophorese gepriift
werden.

Die Aktivitat der konjugierten Enzyme soll mittels photometrischer Tests nachgewiesen
werden.

Die OATP-vermittelte Aufnahme soll Uber einen Ryfamicin-Inhibierungsversuch mit

anschlieBender Durchflusszytometrie bewiesen werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Materialien
2.1.1. Ubersicht der Gerate

Beschreibung

Bezeichnung

Hersteller

Akkupipettierhilfe
Durchflusszytometer
ELISA-Reader
Feinanalysewaage
Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzmikroskopkamera
Fluoreszenzreader
Gelelektrophorese-K&mme
10 Wells 1,5mm
Gelelektrophoresekammer
Geltrocknungsgerat
Glasplatten (7,3cmx10,1cm)
Inkubator
Karussell-Gewebeeinbettautomat
Konfokales Laser-Scanning
Mikroskop

Lichtmikroskop
Multistep-Pipette
ParaffinausgieRstation
Paraffinmikrotom

pH-Meter

Pipetten

Sicherheitswerkbank
Spectrophotometer
Thermomixer
Vakuumpumpe
Vortexer

Wasserbad

Zellzahlsystem

Zentrifuge

Accupipex

FACSCalibur Optics

Anthos HT11

AW 22-4

Leica DMLB/DMR mit HBO 50
Moticam 2500

Lambda Fluoro 320 microplate reader

165-3365

Criterion

Gel Dryer Model 583
20-30-114

Labotec Incubator C200
Citadel 1000

LSM 5 Exciter Vario Two

Leitz HMLUX3

Ripette®

Histocentre2
Paraffinmikrotom RM2125
pH-Meter MP220

Eppendorf Research; 0,1-10ul; 2-20pl;

10-100pul; 20-200pl; 100-1000ul
SterilGARD Ill Advance
Beckmann DU 530
Thermomixer Comfort
HydroTech Vacuum Pump
Press-to-mix 34524

Wasserbad, Typ1038

Casy® CellCounting und Analyse
System Modell TTC

Biofuge fresco

Karl Hecht GmbH

BD Biosciences

Anthos Mikrosysteme GmbH
Sartorius®

Leica Microsystems GmbH
Motic®

MWG Biotech AG

Biorad

BioRad

BioRad

Biostep GmbH

Lacotec Labortechnik
Shandon

Carl Zeiss, Microlmaging

Leitz, Wetzlar

Ritter GmbH

Shandon

Leica Microsystems GmbH
Mettler-Toledo GmbH
Eppendorf AG

The Baker Company
Beckmann Instruments GmBH
Eppendorf AG

BioRad

Snijders analysers
Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH

Schérfe System GmbH

Heraeus Holding GmbH

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Gerate und deren Hersteller.

2.1.2. Ubersicht der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Artikel-Nr. Bezugsquelle
(3-Aminopropyl)triethoxysilan CAS:919-30-2  Sigma Aldrich
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dephenyltetrazolium- CT01-5 Merck Millipore
bromid (MTT)

4¢,6-Diamidin-2-phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) 6335.1 Carl Roth

Dako Fluorescent Mounting Medium S3023 Dako
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Deckglaser (d=12mm)

Deckglaser (24x50mm)

Alcianblau 8GS (C.1. 74240)
Ammoniumperoxiddisulfat
Bromphenolblau

Casy Cups MessgeféaBe

Cellophane

DEPC treated water DNase/RNase free
Eosin-G-Lodsung 0,5%, wassrig
Ethanol > 70% vergillt

Ethanol > 96% vergillt

Ethanol >99,8% vergillt
Ethidiumbromid 1%

FACSClean

FACSFlow™

FACSRinse

Glasplatten (Spacer Plates 75mm)
Glasplatten (7,3cmx10,1cm)

Glycerin > 99,5%

Glycin > 99%

Hamalaunl6sung sauer nach Mayer
Isopropanol, 2-Propanol

Mango-Taq

Methanol

MgCl, 50mM

Milchpulver

Natriumchlorid

Neo-Clear® Xylol-Ersatz

NTP Set

Objekttrager Superfrost Plus®
Paraformaldehyd (PFA)
pBR328-Marker (pBR328/Hinf 1/Bgl 1)
Phosphorsaure >85%
Quali-PCR-Tubes

RNase-Free DNase Set (50)

RNase Inhibitor Ribosafe

RNeasy Minuteni Kit (50)

5x Reaction Buffer

Roti-Blue 5x-Konzentrat

Roti-Mark BIOCOLAR

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid)
Salzsdure, c=1mol/l; Mallésung
Sucrose

TAE-Puffer (50x)

TEMED

Tetro cDNA Synthesis Kit

Zellkultur Multiwell-Platten, 24 wells, steril
Zellkultur Multiwell-Platten, 48 wells, steril
Zellkultur Multiwell-Platten, 96 wells, steril
Zellkulturflaschen mit Filter-Schraubverschluss, 75cm?, steril
Zentrifugenrdhrchen 15ml
Zentrifugenréhrchen 50ml

CBO00120RA1
1870.2
3082.1
9592.3
A512.1
05651794001
1650963
DWT-106E
X883.1
T913.3
T171.4
K928.4
2218.1
340345
342003
340346
165-3310
20-30-114
3783.1
3790.2
T865.1
9866.1
B10-21083
CP43.2
MG-204F
1145.2
9265.1
1.098.435.000
B10-39052
H867.1
0335.2
X902.1
9079.1
GO001-AF
79254
B10-65027
74104
NHMR-1071
A152.2
2806.2
3029.2
K025.1
S0389-500G
CL86.1
2367.3
B10-65042
92024

677 180
92696
CE49.1
N459.1
N463.1

Gerhard Menzel GmbH
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Schérfe System GmbH
BioRad

Bioline GmbH
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BioRad

Biostep GmbH
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Bioline GmbH
Carl Roth
Bioline GmbH
Carl Roth

Carl Roth
Merck KGaA
Bioline GmbH
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
G.Kisker GbR
Qiagen

Bioline GmbH
Qiagen

Bioline GmbH
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma Aldrich
Carl Roth

Carl Roth
Bioline GmbH

TPP Techno Plastic Products AG

Greiner Bio-One

TPP Techno Plastic Products AG

Greiner Bio-One
Carl Roth
Carl Roth
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Tab.2: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien und deren Bezugsquelle.

Andere Verbrauchsmaterialien oder Chemikalien wurden bei Carl Roth Karlsruhe bzw. A.

Hartenstein Wirzburg bestellt.

2.1.3. Ubersicht der Zellkulturmaterialien

Bezeichnung Artikel-Nr. Bezugsquelle

Accutase L11-007 PAA Laboratories GmbH
Casy® Ton Losung fir Casy® CellCounting und 43001 Schérfe System GmbH

Analyse System

Deionized Phosphate Buffered Saline (DPBS) P04-36500 PanBiotech GmbH

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) P04-04500 PanBiotech GmbH
Einfrierbehalter Nalgene® Cryo Freezing Container 5100-0001 Nalgene® Labware by ThermoScientific
Fetale Bovine Serum 3302-P102305 PanBiotech GmbH

L-Glutamin, 200mM P04-80100 PanBiotech GmbH

McCoy’s 5A modified medium w 22g/l NaOHCO3 F1015 Biochrom AG, Berlin

Minimum Essential Medium Eagle (MEME) P04-21050 PanBiotech GmbH
Penicillin/Streptomycin; 10.000 I.E. Penicillin/ml; P06-07100 PanBiotech GmbH

10mg Streptomycin/ml

Phorbol-12-Myristate-13-Acetat 524400 Calbiochem-Merck4Biosciences
Rosswell Park Memorial Institute 1640- Medium P04-17500 PanBiotech GmbH

(RPMI)

Steril water for cell culture P04-991500 PanBiotech GmbH
Trypsin/Ethylendiamintetraacetat 0,25%/0,02%, w/o P10-020100 PanBiotech GmbH

Ca*" w/o Mg?*

Tab.3: Ubersicht der verwendeten Zellkulturmaterialien und deren Bezugsquelle.

2.1.4. Ubersicht der Zelllinien

Zelle Herkunft Medium Bezugsquele
A2780 Hu/OvarCa RPMI  (+10%FCS, +1%P/S, AG Kratz, Klinik f. Tumorbiologie;
+5ml Glutamin 200mM) Freiburg i.Brsg.
A431 Hu/Epidermoides DMEM (+10%FCS, +1%P/S, AG Dernedde, Charité Berlin-CBF,
Gewebe +5ml Glutamin 200mM) Zentralinst. flr Laboratoriumsmed. und
Pathobiochemie
A549 Hu/LungenCa/Alveol DMEM (+10%FCS, +1%P/S, DSMZ, Braunschweig
ar Typ Il +5ml Glutamin 200mM)
BRL3A Buffalo Ratte/Leber Ham’s F12 DSMZ, Braunschweig
BxPC3 Hu/Pankreas RPMI  (+10%FCS, +1%P/S, AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
AdenoCa +5ml Glutamin 200mM) Klinik fir Hepatologie und Gastrologie
DLD-1 Hu/Kolorektales RPMI  (+10%FCS, +1%P/S, AG Grdtzinger, Charité Berlin-CVK
AdenoCa +5ml Glutamin 200mM) Klinik fiir Hepatologie und Gastrologie
HCT116 Hu/Kolon AdenoCa RPMI  (+10%FCS, +1%P/S, ATCC, Nr.: CCL-247
+5ml Glutamin 200mM)
HelLa Hu/ZervixCa RPMI  (+10%FCS, +1%P/S, DSMZ, Braunschweig, Nr.: ACC57

+5ml Glutamin 200mM)
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HepG2

HL60

HMC-1

HS746T
HT29
HUH7
Jurkat
LOVO
MCF-7
MiaPaCa-2

MOLT4

Pancl
QG56
QGP-1
SKBR3
SKHEP1

SKOV3
SW480

SW948

U937

Hu/LeberCa

hu/Akute
promyeloische
Leukémie
Hu/Mastzellleukamie

Hu/MagenCa
Metastase
Hu/Kolon AdenoCa

Hu/LeberCa

Hu/Akute T-Zell
Leukdmie
Hu/KolorektalesCa
Metastase
Hu/MammacCa

Hu/PancreasCa

Hu/Akute
lymphoblastische
Leukamie
Hu/Duktales
PankreasCa
Hu/LungenCa

Hu/Pankreas
Hu/Mamma AdenoCa
Hu/Leber AdenoCa
Hu/Ovar AdenoCa
Hu/Kolorekatles
AdenoCa
Hu/Kolorektales

AdenoCa

Hu/Histiozytisches
Lymphom, Monozyt

Eagle’s (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

Iscove's (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

Basal Iscove  (+10%FCS,
+1%P/S, +5ml Glutamin
200mM)

DMEM (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)
McCoy’s (+10%FCS, +1%P/S)

DMEM (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

RPMI  (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

DMEM (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

RPMI +Insul, 10%FCS

DMEM (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

RPMI  (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

DMEM (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

RPMI  (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

DMEM (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)
McCoy's (+10%FCS, +1%P/S)

DMEM  (+10%FCS,

+1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)
McCoy*s (+10%FCS, +1%P/S)

RPMI  (+10%FCS, +1%P/S,
+5ml Glutamin 200mM)
MEME  (+10%FCS, +5ml
Glutamin 200mM, +10pg/ml
Insulin)

RPMI  (+10%FCS, +1%P/S,

+5ml Glutamin 200mM)

AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik flir Hepatologie und Gastrologie
ATCC, Nr.: CCL-240TM

Charité  Berlin-CCM  Klinik  fir
Dermatologie, Venerologie und
Allergologie

Roche Deutschland Holding GmbH

AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik f. Hepatologie und Gastrologie
OUCI, JRCB, Nr.: JCRB0403

ATCC, Nr.: TIB-152
ATCC, Nr.: CCL-229

AG Kratz, Klinik fir Tumorbiologie,
Freiburg i.Brsg.

AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik fir Hepatologie und Gastrologie
ATCC, Nr.: CRL-1582

ATCC, Nr.: CRL-1469

AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik fiir Hepatologie und Gastrologie
AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik fir Hepatologie und Gastrologie
ATCC, Nr.: HTB-30

AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik flr Hepatologie und Gastrologie
AG Lindl, Helmholzzentrum, Miinchen
AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik fir Hepatologie und Gastrologie
AG Grotzinger, Charité Berlin-CVK
Klinik fir Hepatologie und Gastrologie

AG Dernedde, Charité Berlin- CBF,
Zentralinst. fur Laboratoriumsmed. und
Pathobiochemie

Tab.4: Ubersicht der verwendeten Zelllinien, deren Medium und Herkunft
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2.2. Ubersicht der untersuchten pharmakologischen Substanzen

Die MacroDels und dPGS wurden von der Firma Mivenion GmbH synthetisiert und bereitgestellt. Die Konjugation der Enzyme an das
MacroDel erfolgte ebenfalls durch Mivenion GmbH. Die Dornase (Pulmozyme 2500E/2,5ml; Roche GmbH) und ASNase (Medac
Diagnostika) wurden ké&uflich erworben. Die Immunoenzyme ScFvFcRnase und ScFvFcRnasel wurden von Dr. Schirman, aus der

Universitat Braunschweig, zur Verfligung gestellt. Die Substanzen wurden bei -20°C eingefroren und aufbewahrt.

Bezeichnung Abkilrzung Chemische Kurzbeschreibung, Spacer und Linker [SO#] Bel. M
MacroDel
[1]  D24S-hexylamin D24S Spacer aus Hexylamin 24 - ~ 4240
[2]  D48S-hexylamin D48S Spacer aus Hexylamin 48 - ~ 8467
[3] D24S-hexylamid-PEG4-mal D24S-PEG4 Spacer aus Hexylamin und PEG4; Linker aus Maleimid 24 - ~ 4638
[4] D48S-hexylamid-PEG4-mal D48S-PEG4 Spacer aus Hexylamin und PEG4; Linker aus Maleimid 48 - ~ 8865
[5] D24S-hexylamid-PEG8-SPDP D24S-PEGS Spacer aus Hexylamin und PEGS; Linker aus SPDP 24 - ~ 4861
[6] D48S-hexylamid-PEG8-SPDP D48S-PEGS8 Spacer aus Hexylamin und PEGS8; Linker aus SPDP 48 - ~ 9088
[71 D24S-hexylamid-cyclooctinyl-PEG4  D24S-cycPEG4 Spacer aus Hexylamin, Cylcooctinyl und PEG4 24 - ~ 4416
[8] D24S-decylamid-PEG4 D24S-decyPEG4 Spacer aus Decylamin und PEG4 24 - ~ 8865
MacroDel-1CC Konjugate
[91 D12S-hexylamid-ICC D12s-ICC Spacer aus Hexylamin; Konjugation von ICC tber NHS 12 n. a. ~ 2671
[10] D24S-hexylamid-ICC D24S-ICC MacroDel [1] mit ICC; Konjugation von ICC {iber 24 0,23 ~ 5130
Iminothiolan/Maleimid 0,32
[11] DA48S-hexylamid-ICC D48s-ICC MacroDel [2] mit ICC; Konjugation von ICC tber NHS 48 0,43 ~ 9115
[12] D24S-hexylamid-PEG4-mal-ICC D24S-PEG4-ICC MacroDel [3] mit ICC; Konjugation von ICC Uber NHS 24 0,55 ~5136
[13] D24S-hexylamid-PEG8-SPDP-ICC D24S-PEG8-ICC MacroDel [5] mit ICC; Konjugation von ICC tiber NHS 24 = ~5359
[14] D24S-decylamid-1CC D24S-decyl-ICC Spacer aus Decylamin; Konjugation von ICC uber NHS 24 0,15 ~ 4945
[15] D240H-ICC D240H-ICC Spacer aus Hexylamin; Konjugation von ICC lber NHS; 0 1,0 ~ 2440
Terminale Endgruppen aus 24 Hydroxylgruppen
[16] D240H-hexylamid-PEG4-ICC D240H-PEG4-ICC  Spacer aus Hexylamin und PEG4; Konjugation von ICC 0 0,32 ~ 2687
Uber NHS; Terminale Endgruppen aus 24
Hydroxylgruppen

dPGS-ICC Konjugat




[17] dPGSamid-ICC dPGS-ICC Konjugation von ICC an dPGSamin liber NHS; Terminale n. a. - ~ 13000
Endgruppen zu 80% sulfatiert
MacroDel-RNase Konjugate
[18] RNase RNase ScFvFc-RNase, Immunoenzym, Klon: 4EA n. a. - ~ 110000
[19] D24S-hexylamid-PEG4-mal- D24S-RNase MacroDel [3] mit RNase; Konjugation von RNase (iber 24 - ~ 114740
RnaseScFvFc Maleimid
[20] RNasel RNasel ScFvFc-RNase, Immunoenzym n. a. - ~ 55000
[21] D24S-hexylamid-PEG4-mal- D24S-RNasel MacroDel [3] mit RNasel; Konjugation von RNasel tber 24 - ~ 59638
RNaselScFvFc Maleimid
MacroDel-DNase Konjugate
[22] DNase | Dornase Rekombinante DNase | n. a. - ~ 29254
[23] D24S-hexylamid-PEG4-mal-Dornase  D24S-PEG4- MacroDel [3] mit Dornase; Konjugation von Dornase tiber 24 - ~ 39800
Dornase Maleimid
[24] D24S-hexylamid-PEG8-SPDP- D24S-PEG8- MacroDel [5] mit Dornase; Konjugation von Dornase tiber 24 - ~34200
Dornase Dornase SPDP
[25] D48S-hexylamid-PEG8-SPDP- D48S-PEGS- MacroDel [6] mit Dornase; Konjugation von Dornase tber 48 - ~38400
Dornase Dornase SPDP
[26] D24S-hexylamid-cyclooctinylPEG4-  D24S-cycPEG4- MacroDel [7] mit Dornase; Konjugation von Dornase 24 - ~ 39700
Dornase Dornase uber NHS
[27] D48S-hexylamid-PEG8-SPDP- D48S-Dornase-ICC ~ MacroDel-Dornase Konjugat [25] mit ICC; Konjugation 48 0,16 =46700
Dornase-ICC Uber NHS
MacroDel-Asparaginase Konjugate
[28] Asparaginase ASNase Asparaginase - - ~ 32000
[29] D24S-PEG4-ASNase D24S-ASNase MacroDel [3] mit ASNase; Konjugation von ASNase uber 24 ~ 36638
Maleimid
[30] ASNase-ICC Asparaginase mit ICC; Konjugation tiber NHS? - 0,72 =32649
[31] D24S-PEG4-ASNase-ICC D24S-ASNase-ICC  MacroDel-ASNase Konjugat [29] mit ICC; Konjugation 24 042 =37287

tber NHS

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten pharmakologischen Substanzen mit Angabe des chemischen Aufbaus, der Sulfatgruppenanzahl, des
Molekulargewichts und der Beladung mit ICC.

Bel.: Beladungsgrad mit ICC; D: MacroDel; [SO4*]: Sulfatgruppenanzahl der terminalen Endgruppen; M: Molekulargewicht in Dalton; PEG:
Polyethylenglycol; SPDP: Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)proprionat; ICC: Indocarbocyanin; NHS: N-Hydroxysuccinimid; Mal: Maleimid; dPGS:
Dendritisches Polyglycerolsulfat.

30



2.3. Methoden
2.3.1. Allgemeine Zellkultur

- Adhérente Tumorzelllinien

Die Tumorzellen wurden in 75cm?-Kulturflaschen kultiviert und bei 37°C, 5% CO,-Luftgemisch und
vollstandiger Befeuchtung im Brutschrank aufgehoben. Die angewendeten Medien und ihre
Zusammensetzung sind je nach Tumorzelllinie unterschiedlich und sind der Tab. 3 und Tab. 4 zu
entnehmen. Zweimal wochentlich wurden die Zellen geteilt: Das Medium wurde entfernt, die Zellen
mit PBS gespilt, Trypsin/EDTA zum Abldsen hinzugefugt und 5 bis 10 Minuten lang bei 37°C
inkubiert. Durch die Zugabe von 10ml Medium wurde die enzymatische Reaktion beendet und die
Zellsuspension nach mehrfacher Resuspension in ein Falkonréhrchen tiberfuhrt. Nach Zentrifugation
bei 1150rpm fiir 7 Minuten wurde das Zellpellet im Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde tber
CASY bestimmt und je nach Teilungsrate in neue Kulturflaschen mit 20ml Medium Uberflhrt. Der

Arbeitsvorgang wurde mithilfe der Werkbank SterilgardR I11 Advance steril durchgefihrt.

- Suspensionszellen

Je nach Teilungsempfehlung wurde von der Kulturflasche eine bestimmte Menge an zellhaltigem
Medium entnommen und verworfen. Diese Menge wurde mit frischem, zellfreiem Medium ersetzt,

so dass eine Verdunnung bzw. Teilung erzielt wurde.

- Einfrieren und Auftauen

Die Zellen wurden, folgend dem oben beschriebenen Vorgang, von den Kulturflaschen abgeldst,
zentrifugiert und das erhaltene Pellet wurde in einem Einfrierbehélter mit vorgekihltem
Einfriermedium (10% DMSO/FCS-L6sung) gelockert. Die Einfrierbehalter wurden bei 4°C eine
Stunde lang gelagert, anschlieBend flr einige Stunden bei -20°C und Uber Nacht bei -80°C
aufgehoben. Am néchsten Tag wurden die Kryobehalter in flussigen Stickstoff Uberfiihrt. Im
Durchschnitt wurden 2-3x10° Zellen in 3ml Einfriermedium pro Rohrchen eingefroren.

Zum Auftauen wurden die Kryordhrchen in ein 37°C warmes Wasserbad gelegt und anschlielend in
ein vorgewarmtes Medium Uberfiihrt. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in PBS zum Waschen

gelockert und wieder abzentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in Kulturflaschen ausgesat.



2.3.2. Quantifizierung der Aufnahme des MacroDels und seiner Konjugate mittels

Durchflusszytometrie in vitro

Fur die quantitative Untersuchung der Aufnahme des MacroDels und seiner Konjugate wurde die
Durchflusszytometrie eingesetzt. Hierflir wurden das MacroDel und seine Konjugate mit ICC
konjugiert. Die Zellen wurden auf 48-Well-Platten ausgesat und 24h lang im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Die Substanzen wurden auf 1x10°M verdiinnt und ihre Fluoreszenz wurde auf
,LZAbsorption® eingestellt. Die erhaltenen Verdiinnungen wiesen nach Einstellung ungefahr die gleiche
Fluoreszenz auf. Die Substanzen wurden anschlieend auf die 48-Well-Platten aufgetragen und erneut
fiir 24h inkubiert. Daraufhin wurden die Uberstande entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen,
mit Trypsin/EDTA abgel6st und in Rundbogenrdhrchen tberfihrt. Die Suspensionzellen wurden
nicht gewaschen, sondern sofort berflhrt. Anschlielend wurden die Zellen im Rundbogenréhrchen
mit PBS gewaschen, zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in FACS-Puffer (PBS+5%
FCS) aufgenommen. Die Proben wurden bei konstanten Einstellungen mit dem FACS Calibur-
Durchflusszytometer im FL2 Kanal bei 550nm gemessen. Es wurden jeweils 10000 Zellen gemessen.
Die Auswertung erfolgte iber Cell Quest Pro. Zur Auswertung der FACS-Messungen wurde die Geo
Mean Fluoreszenz verwendet, da die Fluoreszenzverteilung innerhalb der Zelllinien nicht homogen

verteilt war.

2.3.3. Untersuchung der Aufnahme und Elimination des MacroDels in vitro

Um die pharmakokinetischen Eigenschaften des MacroDels besser zu charakterisieren, sollte nach
Aufnahme des MacroDels in die Zelllinien die Elimination mittels Durchflusszytometrie untersucht
werden. Der Versuchsablauf folgte dem in Paragraph 2.3.2. beschriebenen Vorgang. Das MacroDel
D24S-ICC wurde in einer Konzentration von 1x10%M auf HUH7 aufgetragen. Die Fluoreszenz wurde
anschlieBend nach 0,5h, 1h, 3h, 4h, 6h, 24h und 36h gemessen. Nach 36h wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und somit das MacroDel entfernt. AnschlieRend wurde die Fluoreszenz nach 0h, 0,5h, 1h,
3h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h und 120h gemessen. Die Messung und Auswertung wurde gemafl Abschnitt
2.3.2. durchgefiihrt.
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2.3.4. Untersuchung der Aufnahme und Verteilung des MacroDels und seiner Konjugate mittels

Fluoreszenzmikroskopie in vitro

- Aussaat der Zellen auf Deckglaser

Um die Aufnahme und die Verteilung zu untersuchen, wurden auf 24-Well-Platten Deckgléser
eingelegt, die Zellen in einer Konzentration von 1-2x10° Zellen pro Well in 500ul zellspezifischem
Medium (vgl. Tab. 3) ausgesat und 24h lang im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Substanzen
wurden auf 1x10°M verdiinnt und ihre Fluoreszenz wurde auf ,,Absorption” eingestellt. Die
Substanzen wurden anschliefend auf die 24-Well-Platten aufgetragen und erneut 24h lang im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Jeweils ein Deckglas pro Zelllinie wurde als Kontrolle mit Medium
belassen. Nach zweimaligem Auswaschen mit PBS wurden die Zellen 10 Minuten mit 4%
Paraformaldehyd auf Eis fixiert. Die Zellen wurden danach dreimal mit PBS ausgewaschen und mit
Anti-Phalloidin-Antikorper in einer 1:300 Verdinnung 45 Minuten lang bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die DAPI-farbung in einer
Verdunnung von 1:2000 10 Minuten lang bei Raumtemperatur. Die Deckglaser wurden dreimal mit
PBS gewaschen, mit Fluoreszenz Mounting Medium eingedeckelt und bei 4°C im Kihlschrank

gelagert.

- Epifluoreszenzmikroskopie
Wie oben beschrieben erfolgte die Aussaat von A2780, DLD-1, MiaPaCa-2, QGP-1, QG56, LOVO,
Helas, HepG2, A549, HS746T, SKOV3 und BxPC3 in 500ul zellspezifischem Medium. Die
Substanzen wurden in einer Konzentration von 1x10°M aufgetragen. Die Analyse und Aufnahme der

Bilder erfolgte am Fluoreszenzmikroskop bei 40-Facher VergroRerung und konstanten Einstellungen
beziglich der Fluoreszenz. Zur Auswertung wurde das Programm Motic Image 2.0 (Firma Motic)

benutzt.

- Konfokalmikroskopie

Die Konfokalmikroskopie beleuchtet im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie nur eine
schmale Schicht des Prdparates, so dass dadurch ein hoher Kontrast entstent und
Fluoreszenziiberlagerungen minimiert werden[101]. Die Zellen wurden mittels Konfokalmikroskopie
untersucht, um die Verteilung der Substanzen zu analysieren. Hierflir wurde das Konfokalmikroskop
auf die Zellkerne fokussiert, so dass nur diese Schicht auf Fluoreszenz untersucht wurde. Wie oben
beschrieben erfolgte die Aussaat von MiaPaca-2, HCT116, QG56, HUH7, HepG2, BRL3-A, A431,
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MCF-7, A2780, QGP-1, SkHepl und SW480 in 500ul zellspezifischem Medium. Die Substanzen
wurden in einer Konzentration von 1x10°M aufgetragen. Die Analyse und Aufnahme der Bilder
erfolgte am Konfokalmikroskop bei 40-Facher VergroRerung und konstanten Einstellungen bezlglich

der Fluoreszenz.

2.3.5. Untersuchung der Aufnahme des MacroDels und des MacroDel-ASNase Konjugates
durch OATP1B1

Um die Aufnahme des MacroDels und des MacroDel-ASNase Konjugates nachzuweisen, wurde der
OATP1BL1 Transporter mittels Rifamycin inhibiert. Rifamycin gilt als selektiver Inhibitor fiir den
OATP1B1 Transporter [102]. Die Inhibition erfolgte auf HUH7 Zellen und wurde (ber
Durchflusszytometrie gemessen. Der Versuchsablauf folgte dem in Paragraph 2.3.2. beschriebenen
Vorgang. Nach 24h Inkubation im Brutschrank wurde jeweils Medium und Rifamycin (10uM und
50uM) auf HUH7 aufgetragen und 6h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Substanzen
ASNase-ICC, D24-ASNase-ICC und D24S-ICC auf HUH7 in einer Konzentration von 1x10°M
augetragen und 24h bei 37°C inkubiert. Die anschlieBende Messung und Auswertung wurde gemaf
Abschnitt 2.3.2. durchgefuhrt.

2.3.6. Untersuchung der Zytotoxizitat des MacroDels und seiner Konjugate mittels MTT

Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer Test, der auf der enzymatischen Aktivitdt von Zellen beruht.
Der gelbe, wasserlosliche Farbstoff MTT wird durch Enzyme des endoplasmatischen Retikulums und
der mitochondrialen Membran in blau-violettes Formazan umgesetzt [103]. Die Zellen, die
stoffwechselaktiv sind, farben sich demnach blauviolett an, wogegen sich Zellen ohne Stoffwechsel
nicht anfarben. Quantifiziert wird die Farbung tber die photometrische Messung der Absorption. Je
hoher die Absorptionswerte, desto hoher auch die metabolische Aktivitat der Zellen [103]. Diese
korreliert unter konstanten Kulturbedingungen mit der Viabilitat von Zellen [104]. Dennoch kann die
metabolische Aktivitdt ebenfalls durch Aktivierung/Hemmung des Stoffwechsels oder durch
Veranderung der Proliferationsrate ohne Viabilitatsverlust beeinflusst werden [105]. Anhand der
Absorptionswerte wurde der 1Cso-Wert der einzelnen Substanzen errechnet. Der 1Cso-Wert gibt an,

bei welcher Konzentration eine Verminderung der Viabilitat von 50% erreicht wurde [106].
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- Durchfiihrung des MTT-Tests
Das MacroDel und die MacroDel-Konjugate sollten auf unterschiedliche Zelllinien aufgetragen

werden, um durch die Bestimmung der Stoffwechselaktivitat Rickschliusse auf die Viabilitat und
Zytotoxizitat der Substanzen zu ziehen. Hierfur wurden jeweils 50ul Zell- und Mediumgemisch auf
96-Well-Platten ausgesat. Die Zusammensetzung des Mediums ist in der Tab. 3 und Tab. 4 fur jede
Zelllinie abzulesen. Anschlie’end wurden die Zellen tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
Am ndachsten Tag wurden 50ul der Substanzen in verschiedenen Konzentrationen auf die Wells
aufgetragen. Alle wurden in 4-Facher Bestimmung angelegt mit einer Kontrollreihe (Medium) pro
Substanz. Nach dem Auftragen der Substanzen wurden die Platten 72h lang im Brutschrank bei 37°C
aufbewahrt. Nach 72h wurden 10ul MTT Reagenz (5mg/ml; bei 4°C lichtgeschitzt gelagert) in jedes
Well pipettiert und 4h lang im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurden 50ul aus jedem Well
entnommen und 150pul Stopplésung (0,04 NHCI/2-Propanol) in die Wells hinzugefiigt. AnschlieRend
wurde im Spectrophotometer die Absorption der Platten bei einer Wellenldnge von 570-620nm

gemessen.

- Zytotoxizitatsscreening

Um festzustellen, welche Zelllinien auf das MacroDel und die MacroDel-Konjugate reagieren,
wurden zuerst Screenings mit maximal drei unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt. Das
Screening der MacroDels wurde mit D24S-PEG4 und D48S-PEG4 in den Konzentrationen 1000nM
und 5000nM durchgefiihrt. Das MacroDel-Dornase Screening erfolgte mit D48S-PEG8-Dornase in
den Konzentrationen 1nM, 10nM und 100nM, das MacroDel-RNasel Screening in den
Konzentrationen 100nM und 300nM und das MacroDel-RNase Screening in den Konzentrationen
1nM, 10nM und 100nM. Mit dem MacroDel-ASNase Konjugat wurde kein Screening durchgefuhrt.
Fur die Auswertung wurde die Absorption der Kontrollen (Zellen mit Medium ohne Testsubstanz)
mit einer Viabilitdt von 100% gleichgesetzt. Die Absorption der Zellen, die mit den Substanzen
inkubiert wurden, wurden ins Verhaltnis zu ihren Kontrollen gesetzt und prozentual angegeben. Die
Ergebnisse wurden in ICso-Intervalle angegeben, da aufgrund der begrenzten Anzahl an

Testbedingungen keine genaue Ermittlung des ICso-Werts moglich war.
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- Ermittlung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und des 1Cso-Wertes

Fur die genaue Ermittlung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurde der MTT-Test in flnf bis
zehn Konzentrationen mit einer Auswahl von Substanzen wiederholt. Die Berechnung der Viabilitét

der Testsubstanzen erfolgte mittels folgender Gleichung:

Mittelwert ODs79—g20(Testkonzentration)—Mittelwert ODs57¢—g20(Hintergrund)

Viabilitat %] =
Testsubstanz[ ] Mittelwert ODs7q—g20 (Kontrolle)—Mittelwert ODs7o—g20(Hintergrund)

100

Die Absorption des Hintergrundes wurde fiir die einzelnen Medien gemessen und betrug 0,012 fur
RPMI und 0,005 fur DMEM. Dabei gilt als Hintergrund die Absorption der Zellen mit Medium und
Losungsmittel. Die graphische Darstellung und die Errechnung der ICso-Werte erfolgte mit dem
Programm Graph Pad Prism 7  (GraphPad Software, USA) uber das 5PL nicht-lineare
Regressionsmodell, das fir Dosis-Wirkungs-Beziehungen h&ufig eingesetzt wird [107].

- Einfluss des Sulfatierungsgrades, der Spacer und Linker auf die Zytotoxizitéat

Der MTT-Test wurde ebenfalls verwendet, um den Einfluss unterschiedlicher Sulfatierungsgrade,
Spacer und Linker auf die Zytotoxizitat der Substanzen zu analysieren. Hierfir wurden die
unterschiedlichen MacroDels auf gleiche Zelllinien in funf bis sieben Konzentrationen aufgetragen

und die ICso-Werte nach der oben genannten Methode ermittelt und verglichen.

2.3.7. Nachweis der Kopplung der MacroDel-Konjugate mittels nativer Gelelektrophorese

Die native Gelelektrophorese wird standardmaRig zur Untersuchung von Proteinen bis zu 500kDa
eingesetzt, da sie im Vergleich zu anderen Gelen ein hoheres Aufldsungsvermdgen besitzt. Bei der
nativen Gelelektrophorese werden die natlirliche Konformitat und die physiologische Funktion der
Proteine beibehalten. Die Proteine werden nach ihren Nettoladungseigenschaften aufgetrennt,
wéhrend bei der SDS-Gelelektrophorese die Proteine alleine durch ihr Molekulargewicht aufgetrennt
werden [108]. Der Acrylamid-/Bisacrylamidgehalt des Gels bestimmt die Porengréfie und somit, in
welchem Bereich die Proteine aufgetrennt werden. Je hoher die Konzentration, desto vernetzter liegt

das Gel vor. In unseren Versuchen benutzten wir 8%, 10% und 12% Gele.

- Puffer und Gelvorbereitung
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Als Erstes wurden die verschiedenen Puffer hergestellt. Der Gelpuffer bestand aus einer 3M Tris-
Base-L6sung, die auf einen pH von 8,45 eingestellt wurde. Der Probenpuffer bestand aus Tris-Puffer
(pH 6,8) und der Elektrophoresepuffer aus Tris-Base (0,25M) und Glycerin (1,92M). Fir die
Zusammensetzung  des  Acrylamid-/Bisacrylamid-Gels  folgten ~ wir  den  Ublichen

Herstellungsprotokollen [108].

- Durchfiihrung
Nach dem Aufbau der Apparatur und dem Herstellen des Trenn- und Sammelgels wurden 20ul der

vorbereiteten Proben in die Geltaschen pipettiert. Dabei enthielten 20ul Probe jeweils 10ug Substanz.
Die erste Tasche wurde mit 10ul Marker versehen. Die Elektrophoresekammer wurde mit
Elektrophoresepuffer (1:10 verdinnt) aufgefillt und das Gel lief etwa drei Stunden lang bei einer
Spannung von 120V.

- Aufbereitung und Farbung der Gele

Zur Visualisierung der Proteinbanden wurden die Gele anschlieBend mit Alcianblau und Coomasie
gefarbt. Alcianblau ist ein kationischer Farbstoff, der in saurem Milieu fast ausschlielich an
polysulfatierte Molekile bindet [109]. In Voruntersuchungen konnten wir feststellen, dass es die
polysulfatierten MacroDels gut darstellen kann. Coomassieblau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der
sich an die basischen Seitenketten von Aminosduren anlagert und somit die Visualisierung von

Proteinen ermdglicht [110].

Fur die Alcianblau-Féarbung wurde das Gel 5 Minuten lang in eine 0,5M HCL-L6sung Uberflhrt, dann
45 Minuten lang in Farbeldsung eingelegt. Die Farbelésung bestand aus 0,5g Alcianblau in 100ml
HCL (0,5M). Das Gel wurde anschlieBend mit HCL (0,5M) dreimal je 5 Minuten lang gewaschen und
das dritte Mal tiber Nacht eingelegt. Uber den ganzen Zeitraum wurde das Gel geschwenkt.

Fur die Coomassie-Farbung wurde das Gel 60 Minuten lang in eine Fixierlosung bestehend aus 79ml
H20, 1ml Phosphorséure (>85%) und 20ml Methanol (>99,8%) eingelegt. Uber Nacht wurde das Gel
in Farbeldsung eingelegt. Die Farbeldsung bestand aus 60ml H,O, 20ml Methanol (>99,8%) und 20ml
RotiBlue 5-Fach-Konzentrat. Am Folgetag wurde das Gel mit Waschpuffer bestehend aus 25ml
Methanol (>99,8%) und 75ml H,O 5 Minuten lang inkubiert. Auch hier wurde das Gel tber den
ganzen Farbevorgang geschwenkt.
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- Trocknen der Gele

Die Gele wurden 15 Minuten lang in eine Trockenldsung bestehend aus 70ml H2O, 20ml Ethanol
(>99,8%) und 10ml Glycerin eingelegt. AnschlieRend wurden die Gele auf Filterpapier gelegt, mit
Cellophan-Folie bedeckt und in einem Trockengerat bei 80°C 50 Minuten lang getrocknet.

2.3.8. Untersuchung der Enzymaktivitat nach Konjugation am MacroDel

- Untersuchung der Enzymaktivitét der MacroDel-Dornase Konjugate

Die Aktivitdt der DNase kann kolorimetrisch durch die Umsetzung eines DNA-Methyl-Green-
Substrats [111] oder durch eine spectrophotometrische Analyse erstmals etabliert durch Kunitz [112]
nachgewiesen werden. In unseren Versuchen bevorzugten wir die Methode nach Kunitz. Diese basiert

auf der Beobachtung, dass die Absorption der DNA bei Depolymerisation ansteigt.

Die hochpolymerisierte DNA (Worthington biochemical corporation) wurde in einer 6,25mM
Magnesium-Sulfat-Ldsung gel6st und tiber Nacht bei Raumtemperatur belassen. AnschlieBend wurde
Acetatpuffer hinzugefiigt (1,0M, pH 5) und mit destilliertem Wasser verdiinnt. Die genauen Angaben
sind dem Hersteller Manual zu entnehmen [113]. Die Kontroll-DNasen wurden mit destilliertem
Wasser auf 20-60U/ml verdinnt. Fur die Berechnung der U/ml der MacroDel-Dornase Konjugate
wurden die Herstellerangaben der Dornase verwendet (Pulmozyme 2500E/ml). Das
Spectrophotometer wurde auf dsDNA Faktor 50 eingestellt und mit destilliertem Wasser erfolgte die
Leerwertmessung. Als Erstes wurde 1ml DNA-Substrat in die 70ul-Kivetten pipettiert und
anschlieBend gemessen. Dann wurde 0,2ml einer Kontroll- oder Konjugatprobe hinzugefugt und die
Absorption minutlich gemessen. Die Ergebnisse wurden graphisch mittels Excel dargestellt. Der
Aktivitatsvergleich zwischen der Dornase und den Konjugaten erfolgte durch Errechnung der

Absorptionsverdnderung in den ersten 10 Minuten.

- Untersuchung der Enzymaktivitit der MacroDel-ASNase Konjugate

Die Asparaginase (ASNase) katalysiert die Hydrolyse von L-Asparagin zu L-Aspartat unter Bildung
von Ammoniumionen (NH4"). Ammoniumionen kdnnen Uber die Nessler Reaktion nachgewiesen
werden, so dass Ammonium als Mal fur die Asparaginase Aktivitat eingesetzt werden kann. Das

Ammoniumion reagiert mit dem Nessler-Reagenz, dem Kaliumtetraiodomercurat(ll), zu einem
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rotbraunen Farbkomplex, dem [HQg:N]Il, das nach folgender Formel photometrisch quantifiziert
werden kann:
NHs" + 2K2[Hgls] + 3NaOH + OH" — [Hg2N]I + 4KI + 3Nal + 4H,0

Die Enzymaktivitait des MacroDel-ASNase Konjugates sollte nach Aufnahme in die Zellen
nachgewiesen werden. Hierfiir wurden die Zellen in 25cm2-Flaschen kultiviert und 24h lang mit
Medium, ASNase-ICC und D24S-ASNase-ICC inkubiert. Die Zellen wurden mittels Ultraschall
lysiert und mit 300g zentrifugiert, wodurch die Zellkerne zugrunde gehen. Das erhaltene Pellet
beinhaltete die Zellkerninhalte. Der Uberstand wurde ein zweites Mal mit 100.000g zentrifugiert,
wodurch selbst Zellorganellen zugrunde gehen. Das zweite Pellet enthielt somit Bestandteile der
Zellorganellen und der Uberstand zytoplasmatische Bestandteile. In Eppendorfréhrchen wurden
400ul von dem Substrat Asparagin 10 Minuten lang bei 37°C mit 50ul der jeweiligen Ldsung
(Zellkern-, Zellorganellen- oder Zytoplasma-Ldsung) inkubiert. Die Reaktion wurde mit 50ul TCA
gestoppt und bei 13000rpm zentrifugiert. Von dem Uberstand wurden jeweils 100l auf eine 96-Well-
Platte Uberfiihrt und 20upl Nessler Reagenz hinzugefugt. Nach 10 Minuten Inkubation bei

Raumtemperatur erfolgte die Absorptionsmessung mittels Plate-Reader bei 490nm.

2.3.9. Untersuchung des MacroDels und des MacroDel-ASNase Konjugates in vivo

Das MacroDel und das MacroDel-ASNase Konjugat wurden im Mausmodell auf ihre Aufhahme und
Verteilung untersucht. Es wurden Nude-Fox1™ Mause, auch athymische Méuse genannt, verwendet.
Diese entwickeln aufgrund einer Deletion im Fox1-Gen keinen Thymus, so dass es zu einer fehlenden
Ausreifung der T-Lymphozyten kommt [114]. Dadurch ist das adaptive Immunsystem stark
beeintrachtigt und Xenografttransplantation koénnen durchgefiihrt werden, ohne dass es zu
AbstoRBungsreaktionen kommt [114]. Diese Versuche sollten als Vorversuche dienen, so dass
insgesamt nur neun Mduse behandelt wurden. Die Versuche, sowie die Bereitstellung der Organe,
erfolgte durch die AG-Grotzinger der Charité Universitatsmedizin Berlin. Der Tierversuch wurde
durch das Landesamt fur Gesundheit und Soziales in Berlin genehmigt (Nummer: G0080/14). In
einem ersten Versuch wurden sechs athymischen Mausen das Kolonkarzinom HT29 und ein
gastropankreatischer Tumor implantiert. Drei von ihnen wurden mit 2mg/kg Kérpergewicht D24S-
ICC intravents beimpft, die drei weiteren erhielten 30 mg/kg Koérpergewicht intraperitoneal. Im

zweiten Versuch wurden drei athymischen Mé&usen das Kolonkarzinom HT29 implantiert und mit
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10mg/kg Korpergewicht D24S-ASNase-ICC beimpft (intraperitoneal). Die athymischen Mause
wurden nach 24h get6tet und ihre Organe zur Entwésserung in aufsteigende Alkoholreihen gelegt.
Daraufhin folgte die Paraffineinbettung, die mithilfe des Histocentre-Einbettautomats durchgefiihrt
wurde. Es wurden 4um diinne Paraffinschnitte hergestellt und auf Superfrost Ultrafrost fixiert. Nach
Trocknung der Paraffinschnitte bei 37°C uber Nacht wurden diese Uber eine absteigende Alkoholreihe
entparaffiniert. AnschlieBend erfolgte die DAPI-Farbung. Die Gewebsschnitte wurde 10 Minuten lang
mit Dapi-Ldsung inkubiert (2,5ug/ml), dreimal mit PBS gewaschen, mit Dako Fluoreszenz Mounting
Medium eingedeckelt und am Fluoreszenzmikroskop bei 460nm ausgewertet. Die Aufnahmen

erfolgten bei konstanten Einstellungen mit dem Programm Motic Image 2.0 (Firma Motic).

2.3.10. Statistische Analyse

Die Daten wurden mit dem Programm Microsoft Excel ausgewertet. Die Signifikanzen wurden
entweder nach dem studentischen, ungepaarten T-Test oder durch Vergleich der Konfidenzintervalle
ermittelt. Das Konfidenzintervall wurde auf 95% festgelegt. Als signifikant galt ein Ergebnis mit
einem p-Wert von p<0,05, als sehr signifikant ein p-Wert von p<0,01 und hochsignifikant ein p-Wert
von p<0,001.
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchung der Aufnahme des MacroDels mittels Durchflusszytometrie in vitro

Das MacroDel soll als Targeted Drug Delivery System fur Enzyme in der Tumortherapie eingesetzt
werden, so dass als Erstes seine Aufnahme durch Tumorzellen tberpriift wurde. Hierfir wurden die

unterschiedlichen MacroDels mit einem ICC-Farbstoff konjugiert (durch Mivenion GmbH).

3.1.1. Aufnahmescreening

- Aufnahme des MacroDels D24S-ICC im Vergleich zum D240H-1CC
Das MacroDel sollte beziiglich seiner Aufnahme im Vergleich zu einem nicht sulfatierten MacroDel
getestet werden. Hierfur wurde im folgenden Experiment das MacroDel D24S-1CC und D240OH-ICC

auf flinfzehn unterschiedliche Tumorzelllinien getestet. Die Fluoreszenz wurde anschlie3end mittels
Durchflusszytometrie bestimmt.

Fluoreszenz nach 24h Inkubation mit D24S-ICC und D240H-ICC
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Abb. 4. Vermehrte Fluoreszenzintensitit aller Tumorzelllinien nach 24h Inkubation mit D24S-ICC im
Vergleich zu D240H-ICC.

Geo Mean Fluoreszenz von flinfzehn Tumorzelllinien nach 24h Inkubation mit D24S-ICC und D240H-ICC.
Dargestellt ist die Geo Mean Fluoreszenz von drei Messungen + 1 Standardabweichung.

Alle Tumorzelllinien wiesen nach Inkubation mit D24S-ICC im Vergleich zu D240H-ICC eine
verstarkte Fluoreszenz auf. Weiterhin féllt auf, dass die Aufnahme des MacroDels durch die
Tumorzelllinien unterschiedlich stark ausgepragt ist. Nach Inkubation mit D24S-1CC hatte A549 mit
24 und LOVO mit 179 die niedrigste respektiv hochste Fluoreszenz. Die Fluoreszenz der mit D240OH-

ICC inkubierten Zellen war bei allen Tumorzelllinien sehr gering und variierte zwischen den

41



Tumorzelllinien nur wenig. Nach Inkubation mit D240H-ICC zeigte HS746T mit 12,38 die hochste
und HepG2 mit 2,12 die niedrigste Fluoreszenz.

Beispielhaft wurde die Fluoreszenz von SW480 in folgenden Diagrammen genauer dargestelit.

Fluoreszenz, Granularitat und Zellvolumen von SW480 nach 24h
Inkubation mit D24S-ICC und D240H-ICC
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Abb. 5: Vermehrte Fluoreszenzintensitét der humanen Kolonkarzinomzelllinie SW480 nach 24h Inkubation
mit D24S-1CC im Vergleich zu D240H-ICC. Die Zellgranularitat und das Zellvolumen von SW480 zeigt nach
Inkubation von D24S-1CC im Vergleich zu D240H-ICC keinen Unterschied.

Reprasentative Darstellung der Fluoreszenzintensitat von SW480 nach 24h Inkubation mit D24S-ICC und
D240H-ICC. Dargestellt ist die SSC-Height (MaR fiir die Zellgranularitat) im Verhéltnis zur FSC-Height (Mal3
fir das Zellvolumen) und die Geo Mean Fluoreszenz im Verhéltnis zur Zellzahl. SSC: Side Scatter; FSC:
Forward Scatter; FL2: Fluoreszenzintensitat Kanal 2; M1: ausgewéhlte Zellpopulation; GeoMeanFI: Geo Mean
Fluoreszenz.

SW480 zeigte nach Inkubation mit D24S-ICC im Vergleich zu D240OH-ICC eine verstérkte
Fluoreszenz (GeoMeanFI: 23,95 versus GeoMeanFI: 2,31). Die Zellgranularitat und das Zellvolumen

zeigten jedoch keinen Unterschied.

42



- Aufnahme des MacroDels D24S-PEG4-ICC durch unterschiedliche Zelllinien

Im zweiten Screening sollte untersucht werden, ob das MacroDel von Tumorzelllinien unterschiedlich

stark aufgenommen wird. Das erste Screening ergab bereits Hinweise dafir, so dass es mit einem
weiteren MacroDel, dem D24S-PEG4-ICC, bestétigt werden sollte. Die vier PEG-Gruppen fungieren
dabei als Spacer zwischen Dendron und Linker, was bei Konjugation von Enzymen positive
Auswirkungen auf die Funktionalitat haben kdnnte. Insgesamt wurden vierzehn Tumorzelllinien, eine
Zelllinie aus epidermoiden Gewebe (A431) und eine Zelllinie aus immortalisierten Rattenhepatozyten
mit D24S-PEG4-ICC inkubiert. Die letzte Zelllinie wurde hinzugenommen, da das MacroDel in
spateren Versuchen ebenfalls in vivo getestet werden sollte. Es wurde keine Negativkontrolle
(D240H-ICC) angelegt, da es im ersten Screeningversuch zu keiner oder nur sehr geringen Aufnahme

der Kontrolle kam. Die Fluoreszenz wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Fluoreszenz nach 24h Inkubation mit dem MacroDel D24S-PEG4-ICC
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Abb. 6: Nach 24h Inkubation mit D24S-PEG4-ICC kommt es in den Zellen zu einer unterschiedlich starken
Fluoreszenzzunahme.

Geo Mean Fluoreszenz von vierzehn Tumorzelllinien, einer epidermoiden Zelllinie und einer immortalisierten
Rattenhepatozytenzelllinie nach 24h Inkubation mit D24S-PEG4-ICC. Dargestellt ist die Geo Mean
Fluoreszenz von drei Messungen + 1 Standardabweichung.

Bei allen Zelllinien kam es zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensitdt. Die Fluoreszenz der
Zelllinien untereinander zeigte deutliche Unterschiede und reichte von 11,2 bei SW480 bis 76,1 bei
MCEF-7. Die Epidermoidzelllinie zeigte die geringste Fluoreszenz mit 10,5. Die immortalisierten

Rattenhepatozyten wiesen eine Fluoreszenz von 59,5 auf.
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Der Versuch wurde ein zweites Mal mit jeweils einer Messung durchgefuhrt und konnte die oben
aufgefiihrten Ergebnisse bestatigen.

3.1.2. Einfluss der Sulfatgruppenanzahl auf die Aufnahme des MacroDels

Im folgenden Experiment sollte analysiert werden, ob eine Erh6hung der Sulfatgruppenanzahl die
Aufnahme des MacroDels verstérkt. Hierfir wurden D12S-ICC, D24S-ICC und D48S-ICC mit
jeweils 12, 24 und 48 Sulfatgruppen auf die Kolonkarzinomzelllinie HT29 getestet. HT29 wurde in
den Screeningversuchen nicht getestet, zeigte jedoch in Vorversuchen eine Zunahme der Fluoreszenz

nach Inkubation mit D24S-ICC. Die Fluoreszenz wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Fluoreszenz von HT29 nach 24h Inkubation
mit MacroDels unterschiedlicher
Sulfatierungsgrade
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Abb. 7: Die Fluoreszenzintensitat von HT29 steigt bei hdherer Sulfatgruppenanzahl an.
Geo Mean Fluoreszenz von HT29 nach 24h Inkubation mit D12S-1CC, D24S-ICC, D48S-ICC. Dargestellt ist
die Geo Mean Fluoreszenz von drei Messungen + 1 Standardabweichung. ***Signifikanz p<0,001.

Die Erhohung der Sulfatgruppenanzahl von 12 auf 24 und von 24 auf 48 fihrte zu einer signifikanten
(p<0,001) Verstarkung der Fluoreszenz auf HT29.

Der Versuch wurde mit D24S-1CC und D48S-1CC wiederholt. Es wurden, zusétzlich zu HT29, A549
und MCF-7 mit den Substanzen inkubiert. A549 wurde in den Screeningversuchen nicht getestet,
zeigte jedoch in VVorversuchen eine Fluoreszenzzunahme nach Inkubation mit D24S-ICC. Die Geo
Mean Fluoreszenz von HT29, A549 und MCF-7 war nach Inkubation mit D48S-1CC signifikant hdher
(p<0,05) als nach Inkubation mit D24S-ICC. Der Versuch wurde auf HT29 dreimal, auf A549
zweimal und auf MCF-7 einmal unabh&ngig voneinander mit jeweils drei Messungen durchgeftihrt

und konnte die Ergebnisse bestatigen.
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3.1.3. Einfluss der Spacer und Linker auf die Aufnahme des MacroDels

Das MacroDel soll in dieser Arbeit als TTDS fir Enzyme angewendet werden, so dass eine
Konjugation des Enzyms an das MacroDel erfolgen muss. Um eine Interaktion zwischen den stark
negativ geladenen MacroDels und den Enzymen zu vermindern, wurden Spacer zwischen dem
MacroDel und den Enzymen eingebaut. Die Enzyme wurden entweder direkt tiber ein NHS-Ester oder
uber einen Linker an die Spacer konjugiert. Dabei wurden spaltbare (SPDP) und unspaltbare
(Maleimid) Linker eingesetzt.

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ob unterschiedliche Spacer und Linker die Aufnahme
des MacroDels beeinflussen. Hierfir wurden A549 und QGP-1 mit D24S-1CC, D24S-decyl-ICC,
D24S-PEG4-ICC und D240H-ICC (Kontrolle) inkubiert. Die genaue Zusammensetzung der
einzelnen MacroDels ist der Tab. 5 zu entnehmen. Die Fluoreszenz wurde nach 3h und 24h mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.

Fluoreszenz von A549 und QGP-1 nach 24h Inkubation mit
MacroDels unterschiedicher Spacer und Linker
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Abb. 8: A549 und QGP-1 zeigen die starkste Fluoreszenz nach 24h Inkubation mit D24S-decyl-ICC und die
geringste Fluoreszenz nach Inkubation mit D24S-ICC.

Dargestellt ist die Geo Mean Fluoreszenz von A549 und QGP-1 nach 24h Inkubation mit D24S-1CC, D24S-
decyl-ICC, D24S-PEG4-ICC und D240H-ICC. Mittelwert von drei Messungen + 1 Standardabweichung.
*Signifikanz p<0,05, ***Signifikanz p<0,001.

Die Fluoreszenz von A549 und QGP-1 nach 24h Inkubation mit D24S-decyl-1ICC war im Vergleich
zu D24S-ICC signifikant starker ausgepragt. Im Vergleich zu D24S-PEG4-1CC war der Unterschied

nur auf QGP-1 signifikant. Das D24S-ICC fiihrte bei A549 und QGP-1 zur geringsten Fluoreszenz,
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wobei der Fluoreszenzunterschied zu D24S-PEG4-ICC alleine auf A549 signifikant ausfiel. Nach
drei Stunden Inkubation kam es nur zu geringftigigen Unterschieden in der Fluoreszenz zwischen den
unterschiedlichen Spacern und Linkern. Auf A549 fiihrte das D24S-1CC mit 9,72 zur geringsten und
das D24S-PEG4-ICC mit 12,5 zur hdchsten Fluoreszenz. Auf QGP-1 fiihrte das D24S-ICC mit 14,16
zur geringsten und das D24S-decyl-ICC mit 17,77 zur hochsten Fluoreszenz. Die Kontrolle D240OH-
ICC wurde von A549 und QGP-1 in sehr geringem Malle aufgenommen und fiihrte nach 24h zu einer
Fluoreszenz von jeweils 8,63 und 8,69.

Langere Spacer scheinen also die Aufnahme des MacroDels zu verbessern.

3.1.4. Analyse der Aufnahme und Elimination des MacroDels tber die Zeit

Intrazelluldre TTDS mussen die pharmakologische Substanz intrazellular abgeben oder als Einheit
intrazellular verbleiben kdnnen, damit die pharmakologische Substanz ihre Wirkung entfalten kann.
Um die pharmakokinetischen Eigenschaften des MacroDels besser zu charakterisieren, wurde die
Fluoreszenzintensitiat von HUH7 nach Inkubation mit D24S-ICC (ber die Zeit gemessen. Nach 36h
Inkubation wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt und das MacroDel entfernt. Die Fluoreszenz
wurde weiterhin bis zu 120h nach der erfolgten Entfernung gemessen. Es wurde keine
Negativkontrolle angelegt, da im Screeningversuch die mit D240OH-ICC inkubierten Zelllinien nur

sehr geringe Fluoreszenzen zeigten. Die Fluoreszenz wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Fluoreszenzkinetik von HUH7 nach Inkubation mit D24S-ICC
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Abb. 9: Die Fluoreszenz von HUH?Y steigt bei zunehmender Inkubationszeit mit D24S-1CC stetig an und nimmt
nach Entfernung progressiv ab.

Dargestellt ist die Geo Mean Fluoreszenz von HUH?7 (iber die Zeit nach Inkubation mit D24S-1CC und nach
Entfernung von D24S-ICC. Geo Mean Fluoreszenz von drei Messungen * 1 Standardabweichung.
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Die Fluoreszenz von HUH?7 stieg bei zunehmender Inkubationszeit stetig an, ohne ein Plateau zu
erreichen. Nach 36h Inkubation erreichte HUH7 eine Geo Mean Fluoreszenz von 24. Nach Entfernung
von D24S-1CC nahm die Fluoreszenz progressiv ab und erreichte nach 24h ihre Halbwertszeit. 120h
nach Entfernung des D24S-ICC war eine geringe Fluoreszenz noch nachweisbar. Diese war im
Vergleich zur Ausgangsfluoreszenz immer noch hoher (GeoMeanFlaufnanme(0,5h)= 1,04,
GeoMeanF|angane(120h)= 2,34).

Der Versuch wurde ein zweites Mal mit drei Messungen durchgefuhrt. Die Ergebnisse stimmten mit

den oben genannten Uberein.

3.2.  Untersuchung der Aufnahme und Verteilung des MacroDels mittels

Fluoreszenzmikroskopie in vitro

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass es nach Inkubation mit dem MacroDel zu einem
Anstieg der Fluoreszenz von Tumorzellen kommt. Um die intrazelluldare Aufnahme des MacroDels
nachzuweisen, ist jedoch eine fluoreszenzmikroskopische Analyse notwendig. Die
Durchflusszytometrie kann nicht unterscheiden, ob die fluoreszierenden Substanzen an der
Zelloberflache haften oder sich intrazellular befinden. Weiterhin  sollte  Uber die

Fluoreszenzmikroskopie die intrazelluldre Verteilung des MacroDels analysiert werden.

- Aufnahme und Verteilung des MacroDels D24S-PEG4-ICC im Vergleich zum D240H-
PEG4-ICC

Das MacroDel sollte beziiglich seiner Aufnahme im Vergleich zu einem nicht sulfatierten MacroDel
getestet werden. Das MacroDel D24S-PEG4-ICC und das D240OH-PEG4-ICC wurden auf zwolf
unterschiedliche Tumorzelllinien aus Leber (HepG2, SkHep1l), Pankreas (BXPC3, MiaPaCa, QGP-
1), Kolon (DLD-1, LOVO), Lunge (QG56, A549), Ovar (A2780) und Zervix (SKOV3, Hela) 24h
lang inkubiert. Die Fluoreszenz wurde mittels Epifluoreszenzmikroskopie analysiert. Auf allen
Tumorzelllinien konnte die intrazellulare Aufnahme von D24S-PEG4-ICC nachgewiesen werden
(Ergebnisse nicht aufgefiihrt). Bei der Inkubation mit D240H-PEG4-ICC kam es bei keiner

Tumorzelllinie zu einer nachweisbaren Aufnahme (Ergebnisse nicht aufgefihrt).
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- Aufnahme und Verteilung des MacroDels D24S-PEG4-1CC im Vergleich zum dPGS-ICC
Nachdem die intrazellulare Aufnahme von D24S-PEG4-ICC nachgewiesen werden konnte, sollte das

Verteilungsmuster analysiert werden und mit dem Verteilungsmuster der Vorldufersubstanz, dem
dPGS, verglichen werden. Im folgenden Versuch wurde das MacroDel D24S-PEG4-ICC und das
dPGS-ICC auf sieben Tumorzelllinien stammend aus dem Ovar (A2780, SKOV3), der Lunge (A549,
QG56), dem Pankreas (BXxPC3, QGP-1) und der Leber (HepG2) getestet. Die Fluoreszenz wurde

mittels Epifluoreszenzmikroskopie analysiert.

Beispielhaft wurden Aufnahmen von BxPC3, HepG2, QG56 und A549 dargestellt.

dPGS-ICC D24S-PEG4-1CC
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A549

Abb. 10: Das D24S-PEG4-ICC verteilt sich homogen wahrend das dPGS-ICC uberwiegend vesikular vorliegt.
Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von BxPC3, HepG2, A549 und QG56 nach 24h Inkubation mit

D24S-PEG4-ICC und dPGS-ICC am Epifluoreszenzmikroskop. 40x Objektiv. Kernfarbung mit Dapi (blau);
Aktinfarbung mit Phalloidin (grin); ICC (rot).

Das D24S-PEG4-ICC verteilte sich Uberwiegend homogen. Das dPGS-ICC hingegen lag
uberwiegend gruppiert in Form von Vesikeln vor. Bei BXxPC3 und A549 war dieser Unterschied
besonders ausgepragt. Bei HepG2 und QG56 waren nach Inkubation mit D24S-PEG4-ICC zusétzlich
zur homogenen Verteilung gruppierte Signalverstarkungen in Form vesikularer Ansammlungen zu
finden. A2780, QGP-1 und SKOV3 zeigten dhnliche Verteilungsmuster.

- Intrazelluldre Verteilung des MacroDels D24S-PEG4-1CC
In der Epifluoreszenzmikroskopie konnte nachgewiesen werden, dass das D24S-PEG4-ICC

aufgenommen wird und Uberwiegend homogen mit einzelnen vesikuldren Ansammlungen verteilt
vorliegt. Es sollte nun die Konfokalmikroskopie eingesetzt werden, um die Ergebnisse zu bestatigen.
Weiterhin sollte untersucht werden, ob das MacroDel sich im Zytoplasma und/oder im Zellkern
anreichert. Hierfur wurde das D24S-PEG4-ICC 24h lang mit vierzehn Zelllinien stammend aus Leber
(HUH7, HepG2, SkHepl), Pankreas (MiaPaca-2, QGP-1), Kolon (HCT116, SW480), Lunge (QG56),
Mamma (MCF-7), Ovar (A278), Lymphomen und Leuk&dmien (HL60, MOLT4, U937), epidermoiden
Gewebe (A431) und immortalisierten Rattenhepatozyten inkubiert und mit einem Konfokalmikroskop

ausgewertet.

Es wurden beispielhaft Aufnahmen von HUH7, MiaPaCa-2 und A2780 jeweils einmal mit und einmal

ohne Phalloidinfarbung (grtin) dargestellt.

49



(a) D24S-PEG4-ICC auf HUH7 (b) D24S-PEG4-ICC auf MiaPaCa-2 [ (c) D24S-PEG4-ICC auf A2780

Abb. 11: Das D24S-PEG4-ICC liegt je nach Tumorzelllinie in unterschiedlichem Male zytoplasmatisch und
intranukleér vor. Das D24S-PEG4-ICC verteilt sich bei HUH7 und A2780 gleichermalien zytoplasmatisch und
intranukleér, bei MiaPaCa-2 liberwiegend zytoplasmatisch.

Dargestellt sind représentative Aufnahmen von HUH7, A2780 und MiaPaCa-2 nach 24h Inkubation mit D24S-
PEG4-ICC am Konfokalmikroskop. 40x Objektiv. Kernfarbung mit Dapi (blau); Aktinfarbung mit Phalloidin
(grun); ICC (rot).

Das D24S-PEG4-ICC wurde je nach Zelllinie in unterschiedlichem MalRe zytoplasmatisch und
intranukledr aufgenommen. Es lag bei HUH7 und A2780 gleichermafen zytoplasmatisch und
intranukledr vor und bei MiaPaCa-2 uberwiegend zytoplasmatisch. Bei MiaPaCa-2 und A2780 fiel
weiterhin die starke vesikuldare Ansammlung von D24S-PEG4-ICC auf. Bis auf HepG2 zeigten die
restlichen Tumorzelllinien eine zytoplasmatische und intranukleére Verteilung von D24S-PEG4-ICC.
Bei HepG2 kam es tiberwiegend zu einer zytoplasmatischen Verteilung ohne Nachweis im Zellkern.
In den immortalisierten Rattenhepatozyten kam es sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern zu
einer Ansammlung von D24S-PEG4-I1CC.

Die Konfokalmikroskopie konnte also die zytoplasmatische Aufnahme von D24S-PEG4-ICC

bestatigen und ergab Hinweise fir eine intranukleére Anreicherung.
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3.3. Untersuchung des MacroDels auf Zytotoxizitat in vitro

In den vorherigen Versuchen konnte die intrazellulare Aufnahme des MacroDels durch Zelllinien in
vitro nachgewiesen werden. Es sollte zunéchst die Wirkung des MacroDels ohne Konjugation mit

Wirkmolekdlen auf Zellen analysiert werden. Es wurde die MTT Methode eingesetzt.

3.3.1. Zytotoxizitatsscreening

Es sollte zuerst ein Screening durchgefuhrt werden, um mdoglichst viele unterschiedliche
Tumorzelllinien auf die MacroDels zu testen. Hierfiir wurde das D24S-PEG4 und das D48S-PEG4

auf finfzehn Tumorzelllinien und der immortalisierten Rattenhepatozytenzelllinie getestet.

ICso-Intervall [nM]
D24S-PEG4 D48S-PEG4
Leber HepG2 >5000 1000-5000
HUH7 >5000 >5000
SkHepl <1000 <1000
MiaPaCa-2 >5000 5000
QGP-1 1000-5000 <1000
HCT116 <1000 <1000
HT29 >5000 -
LOVO n i -
SW480 >5000 1000-5000
Lunge QG56 n. i. n. i.
Mamma MCF-7 >5000 5000
SKBR3 n. i. -
Ovar A2780 <1000 <1000
Vulva A431 n. i. >5000
Lymphom Jurkat >5000 >5000
Immortalisierte BRL-3A >5000 <1000
Rattenhepatozyten

Tab. 6: Die Wirkung von D24S-PEG4 und D48S-PEG4 unterscheidet sich je nach Zelllinie.

Darstellung von ICso-Intervallen nach 72h Inkubation mit D24S-PEG4 und D48S-PEG4 auf unterschiedliche
Zelllinien. Als nicht inhibiert (n. i.) wurden die Zelllinien markiert, die bei 5000nM eine Viabilitdtsminderung
von <10% im Vergleich zur Mediumreihe zeigten. Benutzt wurde der Mittelwert von vier Messungen.

Bei einigen Tumorzelllinien bewirkte eine Inkubation mit dem MacroDel allein zytotoxische
Wirkungen. SkHep1 und A2780 reagierten stark auf das D24S-PEG4 und das D48S-PEG4 (ICso-Wert
<1000nM). Das D24S-PEG4 zeigte weiterhin einen starken Effekt auf HCT116, das D48S-PEG4 auf
HCT116, BRL-3A und QGP-1 (IC50-Wert <1000nM). Das D24S-PEG4 flhrte auf QGP-1, das

D48S-PEG4 auf SW480 und HepG2 zu einem geringeren Effekt (1000nM < ICso-Wert < 5000nM).
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Keinen Effekt zeigte das D24S-PEG4 auf LOVO, QG56, SKBR3 und A431, das D48S-PEG4 auf
QG56.

Die Versuche wurden unabhéangig voneinander durchgefiihrt. Das Screening mit D24S-PEG4 wurde

zweimal wiederholt und konnte die Ergebnisse bestatigen.

3.3.2. Einfluss der Sulfatgruppenanzahl auf die Zytotoxizitat

In den durchflusszytometrischen Analysen konnte auf ausgewéhlten Zelllinien nachgewiesen werden,
dass es zu einer verstarkten Aufnahme von D48 MacroDels im Vergleich zu D24 MacroDels kommt.
Es sollte untersucht werden, ob D48 MacroDels ebenfalls im Vergleich zu D24 MacroDels einen
starkeren zytotoxischen Effekt hervorrufen. Hierfur wurde die Wirkung von D24S mit D48S und
D24S-PEG8 mit D48S-PEGS8 auf A2780 und SkHepl verglichen. Je niedriger der 1Cso-Wert, desto
hoher die zytotoxische Wirkung. A2780 und SkHep1 wurden fir weitere Versuche ausgewdhlt, da sie

im Screeningversuch am starksten auf die MacroDels reagierten.

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von D24S, D48S, D24S-PEG8 und D48S-PEG8 wurde am
Beispiel von A2780 graphisch dargestellt.

1004 A2780 1007 A2780
-o- D24S-hexylamin -o- D24S-hexylamid-PEG8-SPDP
& DA48S-hexylamin 4 -8 D48S-hexylamid-PEG8-SPDP
@ . \
B —
= £
= =
o S
X N 504N e
St s
5]
S S
S X
25+
0 d 0 J
10 100 500 1000 10 100 500 1000
C [nmol/1] C [nmol/l]

Abb. 12: Die Konjugate D48S-PEG8 und D48S wiesen jeweils im Vergleich zu D24S-PEG8 und D24S auf
A2780 einen geringeren 1Cso-Wert auf.

Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von D24S (D24S-hexylamin), D48S (D48S-hexylamin),
D24S-PEG8 (D24S-hexylamid-PEG8-SPDP) und D48S-PEG8 (D48S-hexylamid-PEG8-SPDP) nach 72h
Inkubation auf A2780. Mittelwert von vier Messungen mit + 1 Standardabweichung.

Die errechneten 1Cso-Werte von D24S, D48S, D24S-PEGS8 und D48S-PEGS8 auf A2780 und SkHepl

wurden in folgender Tabelle zusammengefasst.
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Zelllinie Substanz I1Cso-Wert [nM] 95% C.I. [nM] R?

A2780 D24S 385,7 284,4-503 0,93
D48S 39,1 11,66-58,63 0,97
D24S-PEG8 93,4 56.9-125.5 0,97
D48S-PEGS8 81,8 10,1-138,3 0,88
SKHepl D24S 1143 904,3-1945 0,68
D48S 53,58 26,7-108,6 0,96
D24S-PEG8 67,7 41,3-88,2 0.94
D48S-PEGS8 62,3 17,2-89,3 0,92

Tab. 7: Das D48S fihrt im Vergleich zu D24S auf A2780 und SkHepl zu einem signifikant geringeren 1Cso-
Wert. Das D48S-PEGS fihrt im Vergleich zu D24S-PEG8 auf A2780 und SkHepl zu keiner signifikanten
Verminderung des ICso-Wertes.

Darstellung von 1Cso-Werten nach 72h Inkubation von D248S, D48S, D24S-PEG8 und D48S-PEGS8 auf A2780
und SkHepl. Angabe des Konfidenzintervalls (95% C. 1.) und des BestimmtheitsmaRes (R?). Dargestellt ist
der Mittelwert von vier Messungen.

Die ICso-Werte von D48S waren im Vergleich zu den 1Cso-Werten von D24S auf A2780 und SkHep1
signifikant vermindert (Intervallvergleich), was fir eine hdhere zytotoxische Wirkung der D48
MacroDels spricht. Die 1Cso-Werte von D48S-PEG8 waren im Vergleich zu den ICso-Werten von
D24S-PEG8 auf A2780 und SkHepl vermindert. Der Unterschied war nicht signifikant
(Intervallvergleich).

Der Vergleich zwischen D24S und D48S wurde dreimal auf SkHepl und zweimal auf A2780
unabhdangig voneinander mit jeweils vier Stichproben durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten die
gleiche Tendenz. Der Versuch mit D24S-PEG8 und D48S-PEG8 wurde auf SkHepl ein zweites Mal
durchgefuhrt. Dabei ergab sich eine signifikante Verminderung des 1Cso-Wertes nach Inkubation von
D48S-PEGS8 im Vergleich zu D24S-PEGS.

Zusammenfassend ergibt sich, dass die Erhohung der Sulfatgruppenanzahl zu einem hoheren
zytotoxischen Effekt flihren.

3.3.3. Einfluss der Spacer und Linker auf die Zytotoxizitat

In den durchflusszytometrischen Analysen konnte an ausgewéhlten Zelllinien gezeigt werden, dass
unterschiedliche Spacer und Linker die Aufnahme des MacroDels beeinflussen. Es sollte nun
untersucht werden, ob die unterschiedlichen Linker ebenfalls einen Einfluss auf die Zytotoxizitat des

MacroDels haben.
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Es wurden D24S, D24S-decPEG4, D24S-PEG4, D24S-PEGS8 und D48S, D48S-PEG4 und D48S-
PEGS8 auf A2780 und SkHep1 verglichen. Die genaue Zusammensetzung der Spacer und Linker kann

in der Tab. 5 nachgeschlagen werden.

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der MacroDels wurden am Beispiel von A2780 graphisch

dargestellt.

A2780

- D24S-hexylamin

- D24S-decyl-PEG4-NHS

- D24S-hexylamid-PEG4-mal
- D24S-hexylamid-PEG8-SPDP
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Abb. 13: Die Spacer und Linker fiihren auf A2780 zu einer unterschiedlich starken Viabilitdtsminderung. Von
den D24 MacroDels besitzt das D24S-decPEG4 den geringsten, das D24S den hiéchsten 1Cso-Wert. Von den
D48 MacroDels besitzen das D48S und das D48S-PEG8 den geringsten 1Cso-Wert.

Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von D24S (D24S-hexylamin), D24S-decPEG4 (D24S-
decyl-PEG4-NHS), D24S-PEG4 (D24S-hexyamid-PEG4-mal), D24S-PEG8 (D24S-hexylamid-PEG8-SPDP)
und D48S (D48S-hexylamin), D48S-PEG4 (D48S-hexylamid-PEG4-mal), D48S-PEG8 (D48S-hexylamid-
PEG8-SPDP) nach 72h Inkubation auf A2780 und SkHepl. Mittelwert von vier Messungen = 1

Standardabweichung.

Die errechneten I1Cso-Werte der ausgewdhlten MacroDels wurden in folgender Tabelle

zusammengefasst.
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Substanz ICso-Wert [nM]  95% C.I. [nM] R?

A2780 D24-MacroDel D24S 386 284-503 0,93
D 24S-decPEG4 21.4 2.2e°-48,9 0.96

D 24S-PEG4 132 94,1-168 0.98

D24S-PEGS 93,4 56.9-125.5 0,97

D48-MacroDel D48S 39.1 12-59 0.97

D 48S-PEG4 184.9 154-221 0.87

D48S-PEGS8 81.79 11-139 0.88

SkHepl D24-MacroDel D24S 676 410-1093 0.82
D24S-decPEG4 59,6 15,2-95,8 0,93

D24S-PEG4 389,4 328-460 0,97

D24S-PEGS8 211 100-114 0,97

D48-MacroDel D48S 99,5 92,3-142 0,92
D48S-PEG4 385,3 304-492 0,93

D48S-PEGS 126 95,0-154 0,97

Tab. 8: Die unterschiedlichen Spacer und Linker fiihren auf A2780 und SkHepl zu unterschiedlich starken
Viabilitdtsminderungen.

Darstellung der ICso-Werte nach 72h Inkubation von D24S, D24S-decPEG4, D24S-PEG4, D24S-PEGS, D48S,
D48S-PEG4 und D48S-PEGS8 auf A2780 und SkHepl. Angabe des Konfidenzintervalls (95% C. I.) und des
Bestimmtheitsmales (R?). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von vier Messungen.

Die unterschiedlichen Spacer und Linker der MacroDels fihrten auf A2780 und SkHepl zu
unterschiedlich starken Viabilitdtsminderungen. Das D24S-decPEG4 hatte im Vergleich zu den
anderen D24-MacroDels auf A2780 und SkHepl den geringsten ICso-Wert. Dieser Unterschied war
signifikant (Intervallvergleich). Das D24S-PEG8 gefolgt vom D24S-PEG4 wirkten nach dem D24S-
decPEG4 am stérksten. Der 1Cso-Wert vom D24S-PEGS8 im Vergleich zu D24S-PEG4 war jedoch nur
auf SkHep1 signifikant vermindert. Die geringste Wirkung zeigte das D24S, wobei dieser Unterschied
im Vergleich zu D24S-PEG4 nur auf A2780 signifikant war. Im Gegensatz zu den D24-MacroDels,
fihrte bei den D48-MacroDels das D48S, gefolgt vom D48S-PEG8 auf A2780 und SkHepl zum
geringsten 1Cso-Wert. Der Unterschied im 1Cso-Wert zwischen D48S und D48S-PEG8 war jedoch
nicht signifikant. Das D48S-PEG4 wies den hochsten 1Cso-Wert auf und war signifikant hoher als der
ICso-Wert von D48S und D48S-PEGS. Es flhrten also unterschiedliche Spacer und Linker bei den
D24- und D48-MacroDels zu dem starksten zytotoxischen Effekt.

Der Versuch wurde auf SkHepl zweimal unabhdngig voneinander mit jeweils vier Stichproben
durchgefuhrt und konnte die oben genannten Ergebnisse bestatigen. Auf A2780 wurde der Versuch
einmal mit vier Stichproben durchgefuhrt.
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3.4. Untersuchung des MacroDels in vivo

Das MacroDel wurde von allen getesteten Zelllinien in vitro aufgenommen. Es sollte nun untersucht
werden, wie sich das MacroDel in vivo verhalt. Daftr wurden drei athymischen Méausen mit einem
humanen Kolonkarzinom (HT29) und einem gastropankreatischen Tumor 2mg/kg Korpergewicht
D24S-1CC subkutan verabreicht. Sie wurden nach 24h get6tet und Gewebsschnitte wurden aus den
Organen und Tumoren angefertigt.

- Aufnahme des MacroDels D24S-1CC im nicht Tumorgewebe der Maus

Es wurden Gewebsschnitte aus Leber, Niere, Herz, Lymphknoten, Lunge, Darm, Rickenmark und

Gehirn angefertigt und mittels Epifluoreszenzmikroskopie untersucht.

Lymphknoten

Rickenmark Gehirn

Abb. 14: Keine nachweisbare Aufnahme von D24S-ICC in Darm, Lymphknoten, Riickenmark und Gehirn und
geringe Signalverstarkung in Herz und Lunge 24h nach Injektion.

Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von Gewebsschnitten aus Darm, Herz, Lymphknoten, Riickenmark,
Lunge und Gehirn einer athymischen Maus 24h nach subkutaner Injektion von 2mg/kg Korpergewicht D24S-
ICC. Aufnahmen am Epifluoreszenzmikroskop, 40x Objektiv. Kernfarbung mit Dapi (blau); ICC (rot).

Im Darm, Ruckenmark, Gehirn und in den Lymphknoten der athymischen Maus kam es 24h nach
Injektion von 2mg/kg Korpergewicht D24S-1CC zu keiner nachweislichen Aufnahme. Die Herz- und
Lungengewebsschnitte zeigten minimale Fluoreszenzsignale, wahrscheinlich aufgrund einer sehr

geringen D24S-1CC Anreicherung.
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Im Gegensatz dazu war in den epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Leber und der Niere

eine starke Fluoreszenz zu erkennen.

Abb. 15: Nachweisbare Aufnahme von D24S-ICC in Leber und Niere 24h nach Injektion.

Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von Gewebsschnitten der Niere und der Leber einer athymischen
Maus 24h nach subkutaner Injektion von 2mg/kg Korpergewicht D24S-ICC. Aufnahmen am
Epifluoreszenzmikroskop, 40x Objektiv. AufnahmevergroéRerung der Leber. Kernfarbung mit Dapi (blau); ICC
(rot).

24h nach subkutaner Injektion von D24S-ICC war in der Leber und Niere der athymischen Maus das
D24S-1CC nachzuweisen. In der Niere kam es besonders in den Tubuli zu einer Signalverstarkung.
Es handelt sich am wahrscheinlichsten um die proximalen Tubuli, da umliegend zellreiche Verbande
zu erkennen sind, die den Glomeruli entsprechen. In den Glomeruli waren keine Fluoreszenzsignale
nachzuweisen. Das D24S-1CC verteilte sich in der Leber inhomogen und wies eine besonders hohe
Signalintensitét in kleineren nicht hepatozytaren Zellen auf. Es handelt sich wahrscheinlich um Ito-

und/oder Kupferzellen.

Der Versuch erfolgte auf insgesamt drei athymischen Mdusen. Die Gewebsschnitte der zwei weiteren

Mause wiesen dhnliche Verteilungsmuster auf.

Der gleiche Versuch wurde mit einer hoheren Dosis wiederholt. Es wurden drei weiteren athymischen
Méusen 30mg/kg Korpergewicht D24S-ICC intraperitoneal verabreicht. Trotz der sehr hohen
Konzentration kam es ebenfalls nur in der Leber und Niere zu einer nachweislichen D24S-1CC
Aufnahme, jedoch bei starkerer Signalintensitat.
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- Aufnahme des MacroDels D24S-1CC im Tumorgewebe der Maus

24h nach Injektion von 2mg/kg Korpergewicht D24S-ICC wurden die athymischen Mé&use getotet
und Gewebsschnitte vom humanen Kolonkarzinom (HT29) und vom gastropankreatischen Tumor

hergestellt.

Kolonkarzinom Gastropankreatischer Tumor

Abb. 16: Nachweisbare Aufnahme des D24S-ICC im humanen Kolonkarzinom und im gastropankreatischen
Tumor der athymischen Maus 24h nach Injektion von D24S-ICC.

Dargestellt sind repréasentative Aufnahmen von Gewebsschnitten des humanen Kolonkarzinoms HT29 und des
gastropankreatischen Tumors einer athymischen Maus 24h nach subkutaner Injektion von 2mg/kg
Korpergewicht D24S-ICC. Aufnahmen am Epifluoreszenzmikroskop, 40x Objektiv. Kernfarbung mit Dapi
(blau); ICC (rot).

24h nach subkutaner Injektion von 2mg/kg Korpergewicht D24S-1CC war das D24S-1CC im humanen
Kolonkarzinom und im gastropankreatischen Tumor der athymischen Maus nachzuweisen. Das
D24S-ICC akkumulierte in beiden Féllen vermehrt im Randbereich der Tumore (Bilder nicht

aufgefihrt).

Der Versuch erfolgte auf drei athymischen Mé&usen. Die Gewebsschnitte der zwei weiteren Mduse

wiesen &hnliche Verteilungsmuster auf.

- Vertraglichkeit des MacroDels

Nach Injektion von 2mg bzw. 30mg/kg Kdrpergewicht D24S-PEG4-1CC in den athymischen Mausen
wurden die Mduse Uber 24h beobachtet. Wahrend den 24h kam es bei keiner athymischen Maus zu
einer Unvertréglichkeitsreaktion oder zu Verhaltensauffélligkeiten. Weiterhin blieb in diesem
Zeitraum das Gewicht konstant.
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3.5. Untersuchung der MacroDel-RNase Konjugate

Das MacroDel konnte von allen Tumorzelllinien in vitro aufgenommen werden und reicherte sich in
vivo ebenfalls im Tumorgewebe an. Es soll am Beispiel des Immunoenzzyms ScFvFcRNase und
ScFvFcRNasel untersucht werden, ob sich das MacroDel als TTDS in der Tumortherapie fir Enzyme
eignet. Weiterhin zeigte das MacroDel auf einigen Tumorzellinien in vitro einen zytotoxischen Effekt,
so dass ebenfalls untersucht werden sollte, ob die Konjugation mit der ScFvFcRNase und

ScFvFcRNasel zu einer Wirkverstarkung fihrt.

3.5.1. Nachweis der Konjugation von RNase und RNasel an das MacroDel

Die Immunoenzyme RNasel (ScFvFcRNasel) und RNase (ScFvFcRNase) wurden mit dem MacroDel
D24S-PEG4 (ber den unspaltbaren Linker Maleimid konjugiert (durch Mivenion GmbH). Die
Immunoenzyme wurden in zwei unterschiedlichen Klonen hergestellt und unterscheiden sich
strukturell und in ihrem Molekulargewicht. Die Konjugation sollte mittels nativer Gelelektrophorese
gepruft werden. Die native Gelelektrophorese eignet sich besonders gut fur die anionischen
MacroDels, da die Substanzen nach Ladung aufgetrennt werden [108]. Die Konjugation erfolgte mit
dem MacroDel im Uberschuss, um einen moglichst hohen Kopplungserfolg zu erreichen. Nach
Synthese des D24S-RNasel Konjugates wurde iber eine NP-HPLC (Normal Phase High Performance
Liquid Chromatography) versucht, das Uberschiissige MacroDel aus der Lésung zu entfernen. Dabei
wurde die Mischung ber eine S&ule mit polarer stationdarer Phase nach Polaritat aufgetrennt. Sehr
polare Substanzen, wie das stark anionische MacroDel, verbleiben langer in der Saule, wahrend das
weniger polare Konjugat schneller die Sdule passiert. Die aufgefangene Ldsung wurde mit den
Fraktionen 1 bis 8 gekennzeichnet. Auf den Gelen wurde die Fraktion 4 bis 8 des D24S-RNasel
Konjugates, das Konjugat D24S-RNase, die RNasel, die RNase und ein Marker aufgetragen.
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" <«——— Unkonjugierte
- RNase bzw. RNasel

L Konjugierte ——
RNase bzw. RNasel

Marker 1. Marker
RNasel 8. RNase
D24S-RNasel Fraktion 4 9. D24S-RNase

D24S-RNasel Fraktion 5
D24S-RNasel Fraktion 6
D24S-RNasel Fraktion 7
D24S-RNasel Fraktion 8

NoakwbdpR

Abb. 17: Das MacroDel liegt bei den Konjugaten D24S-RNasel Fraktion 4-6 und D24S-RNase gekoppelt vor.
Bei der Fraktion 4-5 des D24S-RNasel Konjugates und bei dem Konjugat D24S-RNase ist zusatzlich die RNase
bzw. die RNasel ungekoppelt nachweisbar. Die Fraktion 7 und 8 des D24S-RNasel Konjugates weisen keine
Banden auf.

Dargestellt ist die Aufnahme einer nativen Gelelektrophorese mit Coomassie Farbung. Aufgetragen wurden
D24S-RNasel Fraktion 4-8, RNasel, D24S-RNase, RNase und ein Marker.

Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt, wodurch sich hauptsachlich Proteine anfarben lassen. Die
ungekoppelten Enzyme sind in Reihe 2 und 8 mit einer Bande im Gel deutlich erkennbar. Auf gleicher
Hohe ist bei der Fraktion 4-5 des D24S-RNasel Konjugates und bei dem D24S-RNase Konjugat eine
Bande zu sehen, die dem ungekoppelten Anteil der RNasel bzw. RNase entspricht. Die zweite Bande
entspricht der konjugierten RNasel bzw. RNase und ist im Gel schneller gelaufen. Diese ist bei der
Fraktion 6 des D24S-RNasel Konjugates nur schwach ausgepragt, bei der Fraktion 7 und 8 ist keine
Bande nachweisbar. Das Konjugat D24S-RNase weist eine dritte Bande auf, die schneller gelaufen
ist als der gekoppelte Anteil. Es konnte sich um RNasen handeln, die mehr als ein MacroDel gebunden

haben.
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RNasel 8. RNase
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D24S-PEG4-RNasel Fraktion 5

D24S-PEG4-RNasel Fraktion 6

D24S-PEG4-RNasel Fraktion 7

. D24S-PEG4-RNasel Fraktion 8

Abb. 18: Die MacroDels liegen bei dem Konjugat D24S-RNasel Fraktion 4-6 und D24S-RNase gekoppelt vor.
Die Fraktion 7 und 8 des D24S-PEG4-RNasel Konjugates weisen keine Banden auf. Bei allen Konjugaten ist
zusatzlich das freie MacroDel nachweisbar.

Dargestellt ist die Aufnahme einer nativen Gelelektrophorese mit Alcianblau Farbung. Aufgetragen wurde
D24S-RNasel Fraktion 4-8, RNasel, D24S-RNase, RNase und ein Marker.

No g wh e

Ein zweites Gel wurde mit Alcianblau geféarbt, wodurch sich in nativen Gelelektrophoresen
Sulfatgruppen anfarben lassen [109]. Die Farbung konnte das Ergebnis aus der Coomassie-Farbung
bestatigen. Die ungekoppelten Enzyme sind in Reihe 2 und 8 kaum zu erkennen. Die Fraktion 4-6 des
Konjugates D24S-RNasel und das Konjugat D24S-RNase weisen eine Bande im Gel auf, die dem
gekoppelten Anteil der RNasel bzw. RNase entspricht. Bei der Fraktion 5 des D24S-PEG4-RNasel
ist diese nur schwach ausgepréagt, bei der Fraktion 7-8 ist diese gar nicht vorhanden. Die Lauffront ist
bei beiden MacroDel-RNase Konjugaten stark gefarbt. Es handelt sich um das freie MacroDel,
welches im Uberschuss vorliegt. Bei dem D24S-RNasel Konjugat ist die Farbung der Lauffront umso
starker, je hoher die Fraktion. Dies ist auf die NP-HPLC zurickzufiihren, wo stérker geladene

Substanzen die S&ule langsamer passieren und somit spater aufgefangen werden.
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3.5.2. Untersuchung der MacroDel-RNase Konjugate auf Zytotoxizitat in vitro

Nachdem die Kopplung der RNase und RNasel an das MacroDel D24S-PEG4 nachgewiesen werden
konnte, sollte die Wirkung dieser Konjugate auf Tumorzellen in vitro untersucht werden und mit der

Wirkung des unkonjugierten D24S-PEG4 verglichen werden.

- Zytotoxizitatsscreening der MacroDel-Konjugate D24S-RNase und D24S-RNasel

Es sollte zuerst ein Screening durchgefiihrt werden, um moglichst viele unterschiedliche
Tumorzelllinien auf die Konjugate zu testen. Die Konjugate D24S-RNasel und D24S-RNase sowie
ihre Kontrollen RNasel und RNase wurden auf unterschiedliche Tumorzelllinien und die

immortalisierte Rattenhepatozytenzelllinie getestet. Die Messung erfolgte mittels MTT.

I1Cso-Intervall [nM]
D24S-RNasel D24S-RNase
Leber HUH7 >300 n i
SKHepl >300 10-100
Pankreas MiaPaCa n. i. n. i.
QGP-1 >300 >100
Panc-1 - n i
Kolon HT29 - n. i.
LOVO n.i. ni.
SW480 >300 >100
Lunge QG56 n.i. n.i.
Mamma MCEF-7 n. i. >100
SKBR3 >300 n. i.
Ovar A2780 >300 10-100
Vulva A431 n. i. -
Lymphome und Jurkat n. i. -
Leukamien MOLT4 n i i
U937 n. i. n i
Immortalisierte BRL-3A >300 -
Rattenhepatozyten

Tab. 9: Die Wirkung von D24S-RNasel und D24S-RNase unterscheidet sich je nach Zelllinie. Allein bei A2780
und SkHep1 wird nach Inkubation mit D24S-RNase der 1Cso Wert erreicht.

Darstellung von ICse-Intervallen nach 72h Inkubation mit D24S-RNasel und D24S-RNase auf unterschiedliche
Zelllinien. D24S-RNasel wurde in den Konzentrationen 300 und 100nM, D24S-RNase in den Konzentrationen
100, 10 und 1nM aufgetragen. Als nicht inhibiert (n. i.) wurden die Zelllinien markiert, die bei der hochsten
Konzentration (300nM bzw. 100 nM) eine Viabilitdtsminderung von <10% im Vergleich zur Mediumreihe
zeigten. Dargestellt ist der Mittelwert von vier Messungen.

Die Zelllinien reagierten unterschiedlich stark auf die Konjugate D24S-RNasel und D24S-RNase. Das
D24S-RNasel Konjugat erreichte bei einer Konzentration von 300nM bei keiner Zelllinie seinen 1Cso-
Wert, wéahrend das D24S-RNase Konjugat auf A2780 und SkHep1 einen ICso-Wert zwischen 10 und
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100nM aufwies. Auf den weiteren Zelllinien erreichte das D24S-RNase Konjugat bei einer
Konzentrationen von 100nM ebenfalls nicht den 1Cso-Wert. Nach Inkubation mit RNasel und RNase
kam es bei keiner Zelllinie zu einer Veranderung der metabolischen Aktivitat im Vergleich zur

Mediumkontrolle (nicht aufgefuhrt).

- 1Cso-Wert des MacroDel-Konjugates D24S-RNase im Vergleich zum MacroDel

Im Screeningversuch zeigte sich, dass die Tumorzelllinien A2780 und SkHep1 sensibel auf das D24S-
RNase Konjugat reagierten. Es sollte nun der ICso-Wert von D24S-RNase auf A2780 und SkHepl
ermittelt werden und mit dem IC50-Wert des unkonjugierten MacroDels verglichen werden. Die

Untersuchung erfolgte mittels MTT.

Zelllinie Substanz ICso-Wert [nM] 95% C.I. [nM] R?

A2780 D24S-RNase 52,79 40.29-69.9 0.88
D24S-PEG4 132 94,1-168 0.98

SKHepl D24S-RNase 191.1 146.1-260.6 0.86
D24S-PEG4 389,4 328-460 0,97

Tab. 10: Der ICso-Wert von dem Konjugat D24S-RNase ist im Vergleich zum unkonjugierten D24S-PEG4 bei
A2780 und SkHepl signifikant geringer. Das D24S-RNase Konjugat weist eine signifikant starkere Wirkung
auf A2780 im Vergleich zu SkHep1 auf.

Darstellung von ICso-Werten nach 72h Inkubation mit D24S-RNase und D24S-PEG4 auf A2780 und SkHepl.
Die Inkubation mit D24S-PEG4 auf A2780 und SkHepl erfolgte in einem separaten Versuch. Angabe des
Konfidenzintervalls (95% C. 1.) und des BestimmtheitsmaRes (R?). Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von
vier Messungen.

Der 1Cso-Wert lag nach 72h Inkubation mit D24S-RNase auf A2780 bei 52,79nM und auf SkHepl
bei 191,1nM. D24S-RNase wies somit signifikant geringere ICso-Werte im Vergleich zum
unkonjugierten D24S-PEG4 auf (Intervallvergleich). Die Inkubation mit RNase fiihrte weder bei
A2780 noch bei SkHepl zu einer signifikanten Veranderung der metabolischen Aktivitat (nicht
aufgefiihrt). Die Konjugation der RNase mit dem D24S-PEG4 MacroDel fuhrte also zu einer
Wirkverstarkung, wobei die Wirkung wahrscheinlich auf das tiberschiissige Dendron zurlickzufuhren

ist.

Die Bestimmung der 1Cso-Werte des D24S-RNase Konjugates und des unkonjugierten D24S-PEG4

MacroDels erfolgte in unabhéngigen Versuchen.
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3.6. Untersuchung der MacroDel-Dornase Konjugate

Die MacroDel-RNase Konjugate zeigten nur auf wenigen Tumorzelllinien eine zytotoxische
Wirkung. Es sollte anhand eines weiteren Enzyms, der Dornase, untersucht werden, ob die
Konjugation des MacroDels mit der Dornase eine bessere Wirkung hervorruft und ob das MacroDel

sich fur die Dornase als TTDS eignet.

3.6.1. Nachweis der Konjugation der Dornase an das MacroDel

Die Dornase wurde mit D24 und D48 MacroDels (ber verschiedene Spacer und Linker konjugiert
(durch Mivenion GmbH). Die genaue Zusammensetzung der Konjugate kann in der Tab. 5
nachgeschlagen werden. Die Konjugation sollte mittels nativer Gelelektrophorese gepriift werden. Es
wurden folgende Konjugate auf zwei Gele aufgetragen: D24S-PEG4-Dornasel, D24S-PEGA4-
Dornase2, D24S-cycPEG4-Dornase, D24S-PEG8-Dornase, D48S-PEG8-Dornase, Dornase, Marker.
Bei dem D24S-PEG4-Dornasel und D24S-PEG4-Dornase2 Konjugat, handelt es sich strukturell um
dieselben Konjugate, die jedoch in zwei unabhé&ngigen Versuchen konjugiert wurden. Ein Gel wurde
mit Coomassieblau (F&rbung von Proteinen), das andere mit Alcianblau (F&rbung von Sulfatgruppen)

gefarbt.

1. Marker
¢ Dornase 2. Dornase
3. D24S-PEG4-Dornasel
Konjugierte 4, D24S-PEGA4-Dornase2
' Dornase 5. D24S-cycPEG4-Dornase
6. D48S-PEG8-Dornase
7. D24S-PEG8-Dornase
freies

<_
ol MacroDel

Abb. 19: Die Konjugation der Dornase an das MacroDel ist bei allen Konjugaten nachweisbar. Die Dornase
und das MacroDel sind ebenfalls bei allen Konjugaten im Uberschuss nachweisbar.

Dargestellt ist die Aufnahme einer nativen Gelelektrophorese mit Alcianblau-Féarbung. Aufgetragen wurden
die Substanzen Dornase, D24S-PEG4-Dornasel, D24S-PEG4-Dornase2, D24S-cycPEG4-Dornase, D48S-
PEGS8-Dornase, D24S-PEG8-Dornase und ein Marker.

Die MacroDels lagen bei allen Konjugaten mit der Dornase konjugiert vor. Bei der D24S-cycPEG4-

Dornase, D24S-PEG8-Dornase und D48S-PEG8-Dornase war die Bande am stérksten ausgepragt.
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Weiterhin war die freie Dornase sowie das freie MacroDel bei allen Konjugaten zuséatzlich
nachzuweisen. Sie lagen im Uberschuss vor. Besonders die Bande der MacroDels war stark

ausgepragt.

Das zweite, mit Coomassieblau geféarbte Gel konnte die Konjugation der MacroDels mit der Dornase
bestatigen (Ergebnis nicht aufgefiihrt). Die Bande war bei allen Konjugaten schwach ausgepragt, bei
D48S-PEG8-Dornase noch am stirksten. Die Dornase war bei allen Konjugaten im Uberschuss
nachzuweisen, das MacroDel lief3 sich in dieser Farbung nicht darstellen.

Der Versuch stellt ein représentatives Ergebnis von zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Versuchen dar.

3.6.2. Untersuchung der Enzymaktivitat der Dornase nach Konjugation

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Dornase erfolgreich an das MacroDel gekoppelt werden
kann. Es sollte nun untersucht werden, ob die Enzymaktivitat der Dornase nach Konjugation mit dem
MacroDel noch erhalten ist. Hierflr wurde eine spektrophotometrische Analyse durchgefiihrt und die
Aktivitdit von D24S-PEG4-Dornasel, D24S-PEG4-Dornase2, D24S-cycPEG4-Dornase, D24S-
PEG8-Dornase und D48S-PEG8-Dornase mit der ungekoppelten Dornase verglichen.

A - Enzymaktivitat der Dornase und der MacroDel-Dornasen
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B - Enzymaktivitat der Dornase und der MacroDel-Dornasen
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Abb. 20: Die Enzymaktivitat ist nach Konjugation bei allen MacroDel-Dornase Konjugaten erhalten geblieben.
Die Enzymaktivitaten der MacroDel-Dornase Konjugate waren im Vergleich zu der Dornase vermindert.
Dargestellt ist die Absorptionsveranderung (bei 260nm) lber die Zeit nach Inkubation von hochpolymerisierter
DNA mit der Dornase, der D24S-PEG8-Dornase und der D48S-PEG8-Dornase in Abb. A und der Dornase,
der D24S-PEG-Dornasel und 2 und der D24S-cycPEG4-Dornase in Abb. B.

Alle Macrodel-Dornase Konjugate wiesen nach Konjugation noch Enzymaktivitat auf. Diese betrug
fir alle Konjugate 70-80% der Aktivitét der ungekoppelten Dornase. In der Abbildung B erreichte die
Dornase nach ungefédhr 10 Minuten ein Plateau, so dass nach 14 Minuten, die MacroDel-Dornase
Konjugate die gleichen Absorptionswerte wie die Dornase erreichten. Dies héngt jedoch sehr
wahrscheinlich mit einem Substratmangel zusammen, so dass man davon ausgehen kann, dass bei

uberschissig vorhandener DNA die Absorption der Dornase weiter anndhernd linear gestiegen ware.

3.6.3. Untersuchung der Aufnahme des MacroDel-Dornase Konjugates mittels

Durchflusszytometrie in vitro

Nach Konjugation des MacroDels mit der Dornase, sollte untersucht werden, ob die MacroDel-
Dornase Konjugate von Tumorzellen aufgenommen werden. Es sollte am Beispiel des MacroDels
D48S-PEG8 und seines Konjugates D48S-PEG8-Dornase erfolgen, da in der nativen
Gelelektrophorese dieses Konjugat den hochsten gekoppelten Anteil aufwies. Der
Fluoreszenzfarbstoff ICC wurde an den enzymatischen Anteil des Konjugates gekoppelt (durch
Mivenion GmbH). Die Aufnahme wurde auf SkHepl, A2780 und QG56 untersucht. Die

Negativkontrolle, Dornase-ICC, konnte aufgrund eines Synthesefehlers nicht eingesetzt werden.
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(a) Fluoreszenz nach 24h Inkubation mit D48S-
PEG8-Dornase-ICC und D48S-PEGS8-ICC
120 I e 1 [ ***I
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100 ks
I
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S I =
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0
SkHepl A2780 QG56
D48S-PEGS-ICC = D48S-PEGS-Dornase-ICC
(b) D48S-PEGS8- D48S-PEG8- Abnahme
Dornase-1CC ICC
SkHep1 11,7£0,42 109 + 1,47 -89%
A2780 48,2 £ 2,22 87,4+ 2,08 -45%
QG56 46,0 £ 0,87 109 £ 2,17 -58%

Abb. 21: (a) Die Fluoreszenz ist nach Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase-ICC und D48S-PEG8-ICC auf
SkHepl, QG56 und A2780 nachzuweisen. Die Fuoreszenzintensitit von SkHepl, A2780 und QG56 ist nach
Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase-ICC signifikant geringer als nach Inkubation mit D48S-PEG8-ICC.

Darstellung der Geo Mean Fluoreszenz von SkHep1, A2780 und QG56 nach 24h Inkubation mit D48S-PEGS8-
Dornase-ICC und D48S-PEG8-ICC. Geo Mean Fluoreszenz von drei Messungen + 1 Standardabweichung.
***Signifikanz p<0,001.

(b) Tab. 11: Ubersicht der Geo Mean Fluoreszenz von SkHepl, A2780 und QG56 nach 24h Inkubation mit
D48S-PEG8-Dornase-ICC und D48S-PEG8-ICC. Angabe der Abnahme der Fluoreszenz in % bezogen auf die
Fluoreszenz der mit D48S-PEGS8-ICC inkubierten Tumorzellen (100%). Geo Mean Fluoreszenz von drei
Messungen * 1 Standardabweichung.

Nach 24h Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase-ICC kam es auf A2780, SkHepl und QG56 zu einem
Anstieg der Fluoreszenzintensitat. Diese war jedoch im Vergleich zu D48S-PEG8-ICC signifikant
geringer. Die Verringerung war bei SkHepl mit einer Abnahme um 89% am stérksten ausgeprégt.
Die Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase-1CC fiihrte respektiv bei A2780 und QG56 im Vergleich zu
D48S-PEG8-ICC zu einer Abnahme um 45% und 58%.

3.6.4. Untersuchung der MacroDel-Dornase Konjugate auf Zytotoxizitat in vitro

Es konnte nachgewiesen werden, dass die MacroDel-Dornase Konjugate von Tumorzellen in vitro

aufgenommen werden. Es sollte nun die Zytotoxizitdt der MacroDel-Dornase Konjugate auf
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unterschiedliche Tumorzelllinien analysiert werden und mit den unkonjugierten MacroDels

verglichen werden.

- Zytotoxizitatsscreening des MacroDel-Konjugates D48S-PEG8-Dornase

Es sollte zuerst ein Screening durchgefuhrt werden, um mdoglichst viele unterschiedliche
Tumorzelllinien auf die Konjugate zu testen. Das Konjugat D48S-PEG8-Dornase und die Dornase
wurden auf zwanzig unterschiedliche Tumorzelllinien aus Leber (SkHepl1, HUH7), Magen (HS746T),
Kolon (SW948, HT29, LOVO, SW480, DLD-1), Pankreas (Pancl, MiaPaCa-2, QGP-1, BxPC3),
Lunge (QG56), Mamma (SKBR3, MCF-7), Ovar (SKOV3, A2780), Zervix (Hela), Leukdamien und
Lymphomen (HL60, U937) getestet. Es wurde das Konjugat D48S-PEG8-Dornase ausgewahlt, weil
es in der Gelelektrophorese den groRten konjugierten Anteil an MacroDel aufwies und seine
Aufnahme durch ausgewahlte Tumorzellen nachgewiesen werden konnte. Die Messung erfolgte
mittels eines MTT-Tests.

<1 nM 10-100 nM >100 nM n.i.
SkHepl HUH7 HS746T LOVO
A2780 SW948 DLD-1 Pancl
HT29 MiaPaCa BxPC3
SW480 QG56 SKBR3
QGP-1 MCF-7 SKOV3
Hela HL60
U937

Tab. 12: Das D48S-PEG8-Dornase Konjugat fiihrt bei A2780 und SkHepl zur starksten Verminderung der
metabolischen Aktivitat mit einem ICso-Wert zwischen 10-100nM. Die metabolische Aktivitat vermindert sich
in geringerem Mal3e bei HUH7, SW948, HT29, SW480 und QGP-1. Bei den brigen Tumorzelllinien kommt
es bei 100nm zu keiner Verminderung der metabolischen Aktivitat.

Die aufgelisteten Tumorzellen sind nach ICso-Wert in drei Intervalle und eine nicht inhibierende Spalte
getrennt. Nicht inhibierend (n. i.) wurde als eine Verminderung von <10% der metabolischen Aktivitat bezogen
auf die Mediumreihe definiert. Die Ergebnisse wurden nach 72h Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase in vier
unabhédngigen Versuchen erzielt. Die Werte wurden aus dem Mittelwert von vier Messungen erlangt.

Die meisten Tumorzellen zeigten nach Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase keine VVerminderung der
metabolischen Aktivitat. A2780 und SkHepl reagierten am starksten und wiesen zwischen 10-100nM
eine Verminderung der metabolischen Aktivitat um tber 50% auf. Bei HUH7, SW948, HT29, SW480
und QGP-1 verminderte sich die metabolische Aktivitdt bei 100nm um 50% bis 10%. Die
unkonjugierte Dornase flihrte auf keiner Tumorzelllinie zu einer Verminderung der metabolischen

Aktivitat (Ergebnisse nicht aufgefihrt).
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- ICso.Wert des MacroDel-Konjugates D48S-PEG8-Dornase im Vergleich zum MacroDel

Im Screeningversuch zeigte das Konjugat D48S-PEG8-Dornase den grofiten Effekt auf A2780 und
SkHepl. Es sollte der ICso-Wert von D48S-PEG8-Dornase auf A2780 und SkHepl ermittelt werden
und mit dem ICso-Wert des unkonjugierten MacroDels verglichen werden. Die Untersuchung erfolgte

mittels MTT.

A2780 SK-HEP 1
- D48S-hexylamid-PEG8-SPDP-Dornase -= D48S-hexylamid-PEG8-SPDP-Dornase
150 +- D48S-hexylamid-PEG8-SPDP 150 ~ D48S-hexylamid-PEG8-SPDP
- Dornase - Dornase

--- IC 50 --- I1C 50

-
o
=3

o
o
% der Kontrolle

% der Kontrolle

o

log(C) [nmol/l] log(C) [nmol/l]

Abb. 22: Das Konjugat D48S-PEG8-Dornase erreicht auf A2780 und SkHepl im Vergleich zu dem
unkonjugierten MacroDel D48S-PEGS8 bei geringerer Konzentration den ICso -Wert. Die Dornase fiihrt bei
A2780 und SkHepl zu keiner Viabilitatsminderung.

Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von D48S-PEG8-Dornase (D48S-hexylamid-PEGS-
SPDP-Dornase), D48S-PEG8 (D48S-hexylamid-PEG8-SPDP) und Dornase auf A2780 und SkHepl.
Mittelwert von vier Messungen mit + 1 Standardabweichung.

Zelllinie Substanz I1Cso-Wert [nM] 95% C.I. [nM] R?

A2780 D48S-PEG8-Dornase 10,28 7,793-12,57 0,98
D48S-PEG8 22,96 17,58-28,47 0,97

SkHepl D48S-PEG8-Dornase 14,9 13,63-16,35 0.94
D48S-PEGS 133,3 118,9-150,9 0,97

Tab. 13: Der ICs-Wert von dem Konjugat D48S-PEG8-Dornase ist im Vergleich zum unkonjugierten D48S-
PEGS bei A2780 und SkHep1 signifikant geringer.

Darstellung von ICsp-Werten nach 72h Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase und D48S-PEG8 auf A2780 und
SkHep1. Angabe des Konfidenzintervalls (95% C. 1.) und des BestimmtheitsmaRes (R?). Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert von vier Messungen.

Der ICso-Wert lag nach 72h Inkubation mit D48S-PEG8-Dornase auf A2780 bei 10,28nM und auf
SkHepl bei 14,9nM und war signifikant geringer als nach Inkubation mit D48S-PEG8
(Intervallvergleich). Die Inkubation mit Dornase fiihrte weder auf A2780 noch auf SkHep1l zu einer

signifikanten Veranderung der metabolischen Aktivitat (Ergebnisse nicht aufgefthrt).

Der Versuch wurde zweimal unabhangig voneinander durchgefiihrt mit jeweils vier Stichproben. Der

zweite Versuch konnte die oben aufgefuhrten Ergebnisse bestétigen.
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3.7. Untersuchung des MacroDel-ASNase Konjugates

Nachdem das MacroDel als TDDS fir die RNase und die Dornase untersucht wurde, sollte das
MacroDel mit der ASNase (Asparaginase) konjugiert werden. Die L-ASNase wird bereits in der
Therapie von Leukamien und Lymphomen erfolgreich eingesetzt. Durch die Konjugation der ASNase
an das MacroDel konnte das therapeutische Spektrum der ASNase auf weitere Tumorzelllinien

erweitert werden.

3.7.1. Untersuchung der Enzymaktivitat der ASNase nach Konjugation

Die Asparaginase wurde an das MacroDel D24S-PEG4 konjugiert (durch Mivenion GmbH). Die
Kopplung konnte erfolgreich mittels nativer Gelelektrophorese nachgewiesen werden (Ergebnisse
nicht aufgefiihrt). Dabei war das MacroDel D24S-PEG4 im Uberschuss nachweisbar.

Nach Konjugation der ASNase an das MacroDel sollte die Aktivitat der gekoppelten ASNase gepruft
werden. Die Aktivitatsmessung sollte jedoch erst nach Aufnahme des Konjugates durch die Zellen
erfolgen. Hierfir wurde MCF7 24h mit jeweils Medium, ASNase-ICC und D24S-ASNase-ICC
inkubiert. Die Enzymaktivitét sollte im Zellkern, im Zytoplasma und in den Zellorganellen tber die

Nessler Reaktion photometrisch untersucht werden.

ASNase Aktivitat nach intrazellularer Aufnahme in MCF7
0,06
£ 0,05
S
& 0,04
g m Zellkern
a Zellorganellen
S 0,02
Py 0,01 l ® Zytoplasma
0
Medium ASNase-ICC D24S-ASNase-ICC

Abb. 23: Die Aktivitadt der D24S-ASNase-ICC ist sowohl im Zytoplasma als auch in den Zellorganellen
nachweisbar. Die ASNase-ICC Aktivitat ist in keinem der Kompartimente nachweisbar.

Darstellung der Absorptionswerte (490nm) von MCF7 nach 24h Inkubation mit Medium, ASNase-ICC und
D24S-ASNase-ICC.

Die Aktivitat des D24S-ASNase-ICC Konjugates konnte im Zytoplasma und in den Zellorganellen

nachgewiesen werden. Im Zytoplasma konnte etwa 20% der Gesamtaktivitat nachgewiesen werden.
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Die mit ASNase-ICC und Medium inkubierten Zellen zeigten in keinem Zellkompartiment eine

Absorptionsverdnderung und enzymatische Aktivitat.

3.7.2.  Untersuchung der Aufnahme des MacroDel-ASNase Konjugates mittels

Durchflusszytometrie in vitro

Die konjugierte ASNase zeigte nach Konjugation und Aufnahme in die Zellen weiterhin
Enzymaktivitét, so dass als néchstes untersucht werden sollte, ob das D24S-ASNase Konjugat von
Tumorzellen aufgenommen wird. Hierflr wurde die D24S-ASNase am enzymatischen Teil mit ICC
konjugiert und auf QGP-1 und A2780 untersucht. Weiterhin wurden die Kontrollen ASNase-ICC und
D24S-PEG4-ICC untersucht. Die Untersuchung erfolgte mittels Durchflusszytometrie nach 24h
Inkubation. Die Ergebnisse wurden in der Tab. 14 zusammengefasst und die Fluoreszenzintensitat

von QGP-1 wurde beispielhaft dargestellt.

Abb. 24 Fluoreszenz von QGP-1 nach Inkubation mit
ASNase-ICC, D24S-ASNase-ICC und D24S-PEG4-ICC
300 : =
250 {
N
S 200
o T m24h
S 150
2 I 48h
100 —
50 —
ASNase-_I CC D24S-ASNase-ICC  D24S-PEG4-ICC
Tab. 14  ASNase-ICC D24S-ASNase- D24S-PEG4-
ICC ICC
A2780 4,32 +0,21 41,16 + 3,14 31,06 + 1,16
QGP-1 2,15+0,20 142,6 + 26,79 114 £ 11,96

Abb. 24: Die Fluoreszenzintensitit von QGP-1 ist nach 24h und 48h Inkubation mit D24S-ASNase-ICC und
D24S-PEG4-ICC erhoht. Dabei fuhrt das D24S-ASNase-ICC zu einer stirkeren Fluoreszenzzunahme. Die
Inkubation mit ASNase-ICC fiihrt zu einer sehr geringen Fluoreszenz.

Darstellung der Geo Mean Fluoreszenz von QGP-1 nach 24h und 48h Inkubation mit ASNase-ICC, D24S-
ASNase-ICC und D24S-PEG4-ICC. Geo Mean Fluoreszenz von drei Messungen + 1 Standardabweichung.
**Signifikanz p<0,01.

Tab. 14: Die Fluoreszenzintensitat von A2780 und QGP-1 ist nach 24h Inkubation mit D24S-ASNase-ICC und
D24S-PEG4-ICC erhoht. Die Inkubation mit ASNase-ICC fuhrt auf A2780 und QGP-1 zu einer sehr geringen
Fluoreszenz.
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Ubersicht der Geo Mean Fluoreszenz von A2780 und QGP-1 nach 24h Inkubation mit ASNase-ICC, D24S-
ASNase-ICC und D24S-PEG4-ICC. Geo Mean Fluoreszenz von drei Messungen + 1 Standardabweichung.

Bei A2780 und QGP-1 kam es nach 24h und 48h Inkubation mit D24S-ASNase-ICC und D24S-
PEG4-ICC zu einem Anstieg der Fluoreszenz. Die Inkubation mit ASNase-ICC fiihrte bei keiner
Zelllinie zu einer starken Erhohung der Fluoreszenz. Die Konjugation der ASNase-ICC an das
MacroDel erhéht also die Aufnahme. Auf A2780 und QGP-1 war die Fluoreszenz nach Inkubation
mit D24S-ASNase-ICC hoher als nach Inkubation mit D24S-PEG4-ICC. Dieser Unterschied war
jedoch nur auf QGP-1 und nach 48h signifikant.

Das MacroDel-ASNase Konjugat wird also von den Tumorzelllinien aufgenommen.

3.7.3. Untersuchung der Aufnahme und Verteilung des MacroDel-ASNase Konjugates mittels

Fluoreszenzmikroskopie in vitro

Die Durchflusszytometrie erlaubt noch keinen sicheren Nachweis fur die intrazellulare Aufnahme von
Substanzen, so dass als néchstes die ASNase-1CC, das MacroDel D24S-PEG4-ICC und das Konjugat
D24S-ASNase-ICC auf A2780, HepG2 und QGP-1 mittels Epifluoreszenzmikroskopie untersucht
wurden. Weiterhin sollte ihre intrazellulare Verteilung analysiert werden, um somit Ruckschlsse
uber mdgliche Aufnahmemechanismen zu ziehen. In Abbildung 25 sind reprasentative,

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von A2780, QGP-1 und HepG2 dargestellt.
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ASNase-ICC D24S-PEG4-ICC D24S-ASNase-ICC

Abb. 25: Nachweisbare Aufnahme von dem MacroDel D24S-PEG4-ICC und dem Konjugat D24S-ASNase-
ICC durch QGP-1, A2780 und SkHepl nach 24h Inkubation. Die ASNase-ICC konnte nur vereinzelt in den

Zellen nachgewiesen werden.
Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von QGP-1, A2780 und HepG2 nach 24h Inkubation mit ASNase-
ICC, D24S-PEG4-ICC und D24S-ASNase-ICC am Epifluoreszenzmikroskop, 40x Objektiv. Kernfarbung mit

Dapi (blau); ICC (rot).

In der Epifluoreszenzmikroskopie zeigte sich eine vermehrte Fluoreszenz auf QGP-1, A2780 und
HepG2 nach Inkubation mit D24S-ASNase-1CC und D24S-PEG4-ICC. Zusétzlich zu der homogenen
Signalverstarkung waren bei D24S-ASNase-ICC einzelne vesikuldre Signalverstarkungen
nachweisbar. Das D24S-PEG4-ICC fihrte auf allen Zelllinien zu einer geringeren Signalverstarkung

als sein Konjugat. Die ASNase-ICC konnte nur minimal nachgewiesen werden.



3.7.4. Untersuchung der Aufnahme des MacroDels und des MacroDel-ASNase Konjugates
durch OATP1B1

Die intrazellulare Aufnahme des MacroDel-ASNase Konjugates konnte (ber die
Epifluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Es sollte nun untersucht werden, ob das
MacroDel-ASNase Konjugat transportervermittelt aufgenommen wird. Aus Voruntersuchungen ist
bekannt, dass das MacroDel mdglicherweise Giber OATP1B1, OATP1B3 und NTCP Transporter in
das Zytoplasma transportiert wird. Diese Annahme sollte geprift werden. Dafiir wurde QGP-1 mit
dem MacroDel D24S-decyl-ICC, dem Konjugat D24S-ASNase-ICC und der ASNase-ICC unter
Zugabe unterschiedlicher Rifamycin Konzentrationen inkubiert. Rifamycin gilt als selektiver
Inhibitor des OATP1B1 Transporters [102]. Eine Verminderung der Fluoreszenz nach Zugabe von
Rifamycin wirde fur einen OATP1B1 vermittelten Transport sprechen. Es wurde das MacroDel
D24S-decyl-ICC ausgewahlt, weil es am starksten von Tumorzellen aufgenommen wurde (Abb. 8).

Nach 3h Inkubation wurde die Fluoreszenz mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

Fluoreszenz von QGP-1 nach 3h Inkubation mit D24S-decyl-ICC, D24S-
ASNase-ICC und ASNase-ICC unter Zugabe von Rifamycin
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Abb. 26: Die Fluoreszenzintensitit von QGP-1 ist nach Zugabe von 10uM und 50 uM Rifamycin bei D24S-
decyl-ICC und D24S-ASNase-ICC vermindert.

Darstellung der Geo Mean Fluoreszenz von QGP-1 nach 3h Inkubation mit jeweils D24S-decyl-ICC, D24S-
ASNase-ICC und ASNase-I1CC unter Zugabe von 10uM und 50uM Rifamycin. Mittelwert von drei Messungen
* 1 Standardabweichung.

Die Zugabe von Rifamycin fuhrte bei dem MacroDel D24S-decyl-ICC und dem Konjugat D24S-
ASNase-1CC zu einer Verminderung der Fluoreszenz. Die Fluoreszenz lag bei D24S-decyl-ICC und
D24S-ASNase-ICC bei jeweils 10,41 und 21,71 und nach Zugabe von 10 uM Rifamycin sank sie um
fast die Halfte (jeweils 6,25 bzw. 11,65). Die Erhéhung der Rifamycinkonzentration auf 50uM flhrte
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alleine bei D24S-ASNase-ICC zu einem weiteren Absinken der Fluoreszenz auf 8,79, wahrend die
Fluoreszenz  von D24S-decyl-ICC bei 6,59 stagnierte. Wie in den vorherigen
durchflusszytometrischen Untersuchungen beobachtet (Abb. 21), kam es zu einer starkeren Aufnahme
des D24S-ASNase-ICC Konjugates im Vergleich zum MacroDel D24S-decyl-ICC. Die ASNase-ICC
flhrte auf QGP-1 zu einer sehr geringen Fluoreszenz von 2,08 und zeigte nach Zugabe von 50uM
Rifamycin eine Fluoreszenz von 1,11.

Die Inhibierung des OATP1B1 Transporters durch Rifamycin fiihrte zu einer Verringerung der
MacroDel und MacroDel-ASNase Aufnahme. Folglich konnte zumindest ein Teil des MacroDels und

des MacroDels-ASNase Konjugates tiber den OATP1B1 Transporter aufgenommen werden.

3.7.5. Untersuchung des MacroDel-ASNase Konjugates in vivo

Das MacroDel-ASNase Konjugat wurde von allen getesteten Tumorzelllinien in vitro aufgenommen,
so dass untersucht werden sollte, wie sich die Aufnahme und Verteilung des MacroDel-ASNase
Konjugates in vivo verhdlt und ob sie sich von dem MacroDel unterscheiden. Es wurden drei
athymische Mause 10mg/kg Korpergewicht D24S-ASNase-ICC injeziert und nach 24h getotet.
Danach wurden Gewebsschnitte aus Leber, Niere und dem humanen Kolonkarzinom HT29
angefertigt und mittels Epifluoreszenzmikroskopie untersucht. Dargestellt sind reprasentative

Aufnahmen der Leber und Niere.

Lebergewebe Nierengewebe

Abb. 27: Nachweisbare Aufnahme von D24S-ASNase-ICC in Leber und Niere 24h nach Injektion.
Dargestellt sind représentative Aufnahmen von Gewebsschnitte der Niere und Leber einer athymischen Maus
24h nach subkutaner Injektion von 10mg/kg Kdrpergewicht D24S-ASNase-ICC am Epifluoreszenzmikroskop,
40x Objektiv. Kernfarbung mit Dapi (blau); ICC (rot).

24h nach subkutaner Injektion von D24S-ASNase-ICC kam es in der Leber und Niere der

athymischen Maus zu einer Akkumulation des D24S-ASNase-ICC Konjugates. In der Niere kam es
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besonders in den Tubuli zu einer Signalverstarkung. Es handelte sich am wahrscheinlichsten um die
proximalen Tubuli, da umliegend zellreiche Verbande zu erkennen waren, die den Glomeruli
entsprachen, in denen es ebenfalls zu einer geringen Signalverstarkung kam. Das D24S-ASNase-ICC
konnte somit in den Glomeruli und Tubuli nachgewiesen werden. Das D24S-ASNase-ICC verteilte
sich in der Leber inhomogen und wies zusétzlich zur flachenhaften Fluoreszenz vereinzelt sehr hohe
Signalintensitaten in kleineren Zellen auf. Es handelte sich wahrscheinlich um Ito- und/oder
Kupferzellen. Keine oder nur geringe Fluoreszenzsignale wurden in Geweben aus Lymphknoten,

Herz, Lunge und Darm nachgewiesen (Abbildungen nicht aufgefihrt).

AnschlieBend wurden aus dem Xenografttumor, dem humanen Kolonkarzinom (HT29),
Gewebsschnitte angefertigt. Um die Verteilung des D24S-ASNase Konjugates innerhalb des Tumors
zu untersuchen, wurde jeweils die Fluoreszenzintensitat der duReren Tumorschicht mit der inneren

verglichen.

(a) HT29: AuRere Schicht (b) HT29: Innere Schicht

Abb. 28: Nachweisbare Aufnahme von D24S-ASNase-ICC im humanen Kolonkarzinom HT29 der
athymischen Maus 24h nach Injektion. Die Fluoreszenz ist in der &ulReren Schicht im Vergleich zur inneren
Schicht stérker ausgepragt.

Dargestellt sind repréasentative Aufnahmen von Gewebsschnitten des humanen Kolonkarzinoms HT29 einer
athymischen Maus 24h nach subkutaner Injektion von 10mg/kg Kdérpergewicht D24S-ASNase-ICC am
Epifluoreszenzmikroskop. Kernfarbung mit Dapi (blau); ICC (rot). (a) 40x Objektiv (b) 25x Objektiv.

Das D24S-ASNase-ICC Konjugat konnte sowohl im Inneren als auch im AuReren des Tumors
nachgewiesen werden, wobei es im &ulReren Bereich zu einer deutlich starkeren Akkumulation kam.
Im inneren Bereich kam es zu einer inhomogenen Verteilung des D24S-ASNase-ICC Konjugates.
Hier waren sowohl Bereiche mit sehr starker Akkumulation und Bereiche mit einem kaum

nachweisbaren Signal zu finden.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob polysulfatierte, dendritische Makromolekiile
(,Macromolecular Delivery”, MacroDel) ins Zytoplasma aufgenommen werden und ob diese
Makromolekile chemisch gekoppelte Wirkmolekilen mit hohem Molekulargewicht in die Zelle

schleusen kdnnen ohne Verlust der Funktionalitét.

4.1. Untersuchung der Aufnahme des MacroDels mittels Durchflusszytometrie in vitro

Es konnte mittels verschiedenen Methoden gezeigt werden, dass die MacroDels gekoppelt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff ICC durch Tumorzellen in vitro und in vivo aufgenommen werden. Dabei sind

jedoch folgende Einschrankungen zu beachten:

- Untersuchung ICC markierter MacroDels: Einschrankungen

Die Aufnahme der mit ICC konjugierten MacroDels wurde in dieser Arbeit mit der Aufnahme der
unkonjugierten  MacroDels gleichgesetzt. Die Konjugation kann jedoch zu einer
Konformationsédnderung des MacroDels fuhren und dessen Aufnahme beeinflussen. Des Weiteren
konnte bei der Auswertung ein Quenching Effekt, eine Signalausléschung durch Aggregation der
ICC-Farbstoffe, nicht ausgeschlossen werden. Die mit ICC-konjugierten MacroDels wurden
auflerdem auf Absorption und nicht auf Fluoreszenz eingestellt, so dass der Vergleich zwischen den
unterschiedlichen MacroDels vorsichtig zu interpretieren ist. Aufgrund dieser Limitierungen sollten
die MacroDels in weiterfuhrenden Versuchen auf ICC eingestellt oder mit ICC-unabhangigen

Methoden untersucht werden.

4.1.1. Aufnahmescreening

- Aufnahme des MacroDels D24S-ICC im Vergleich zum D240H-ICC

Die Aufnahme des MacroDels wurde zunédchst mittels Durchflusszytometrie untersucht. Im

Screeningversuch auf flinfzehn Tumorzelllinien aus Leber, Magen, Pankreas, Kolon, Lunge, Ovar,
Zervix, Lymphomen und Leukdmien wurde eine verstdrkte Fluoreszenz nach Inkubation mit dem
MacroDel D24S-ICC festgestellt (Abb. 4). Im Gegenteil dazu kam es nach Inkubation mit der
Kontrolle, dem unsulfatierten MacroDel D240OH-ICC bei keiner Tumorzelllinie zu einer starken
Zunahme der Fluoreszenz (Abb. 4). Die Aufnahme des MacroDels ist somit von der Sulfatierung
abhangig. Der Zusammenhang zwischen Aufnahme und Sulfatierung konnte mit dem polydispersen,
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polysulfatierten dPGS im Vergleich zum unsulfatierten dPG ebenfalls nachgewiesen werden [60].
Dies unterstitzt die Annahme, dass die polysulfatierten MacroDels tiberwiegend Uber die Transporter
OATP1B1 und OATP1B3 aufgenommen werden [64], da diese eine starke Affinitat zu anionischen
und sulfatierten Substraten wie dem Ostronsulfat oder DHEAS (Dehydroepiandrosteronsulfat), zwei

Hormonvorstufen, besitzen [73].

- Aufnahme des MacroDels D24S-PEG4-ICC durch unterschiedliche Zelllinien

In einem zweiten Screeningversuch wurde untersucht, ob das MacroDel durch die oben genannten

Tumorzelllinien, einer epidermoiden Zelllinie und einer immortalisierten Rattenhepatozytenzelllinie
unterschiedlich stark aufgenommen wird. Es wurde festgestellt, dass das MacroDel D24S-PEG4-ICC
von allen Zelllinien aufgenommen wird, aber in unterschiedlichem Malle (Abb. 6). OATP1B1,
OATP1B3 und NTCP Transporter werden (jeweils mindestens einer) auf allen hier eingesetzten
Zelllinien exprimiert (aus Voruntersuchungen bekannt). Dies konnte mehrfach von weiteren
Arbeitsgruppen nachgewiesen werden [73, 75, 76, 79]. Die ungleiche Aufnahme des MacroDels
kdnnte auf ein unterschiedliches Expressionsmuster von OATP1B1, OATP1B3 und NTCP an der
Zellmembran zuriickzufuhren sein. Zusétzlich konnten bei den OATP1B1 und OATP1B3
Transportern unterschiedliche Polymorphismen nachgewiesen werden, die die Affinitdt und
Aufnahmekinetik des MacroDels beeinflussen koénnten [115]. Es konnten ebenfalls weitere
Aufnahmemechanismen, wie die Endozytose oder eine Aufhahme durch andere Transporter,
mitbeteiligt und je nach Zelllinie unterschiedlich stark ausgepragt sein. Zellen exprimieren zudem
spezifische Transporter, sogenannte Efflux-Transporter, die fir den Abtransport von Substanzen aus
der Zelle verantwortlich sind [116]. Die unterschiedliche Expression und Aktivitat von Efflux

Transportern konnte auch die Akkumulation des MacroDels beeinflussen.

Diese Erkenntnis deutet darauf hin, dass die Effizienz des MacroDels als TDDS mdglicherweise von

der Zelllinie und ihrem Expressionsmuster abhangig ist.

4.1.2. Einfluss der Sulfatgruppenanzahl auf die Aufnahme des MacroDels

Um den Einfluss der Sulfatierung genauer zu analysieren wurde die Aufnahme von D12S-1CC, D24S-
ICC und D48S-ICC mit jeweils 12, 24 und 48 Sulfatgruppen durch die Kolonkarzinomlinie HT29
verglichen. Die Aufnahme war bei den starker sulfatierten MacroDels signifikant hdher (Abb. 7). Eine

hohere Sulfatgruppenanzahl scheint demnach die Aufnahme des MacroDels zu steigern. Dieser
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Zusammenhang lasst sich durch eine Affinitatssteigerung des Substrates zu den OATP-Transportern
erklaren. So fihrte z.B. die Sulfatierung von Steroiden zu einer vermehrten Aufnahme durch OATP-
Transporter im Vergleich zu ihren unsulfatierten Homologen [117]. Daher l&sst sich auch die sehr
starke Affinitat von dem sulfatierten Ostronsulfat oder DHEAS zu den OATP1B1 und OATP1B3
Rezeptoren erkléren, die in kinetischen Untersuchungen hdufig als Modellsubstanz eingesetzt werden
[118].

Uberdies konnte fiir andere dendritische Polyglycerole nachgewiesen werden, dass ein hoheres
Molekulargewicht zu einer stérkeren intrazellularen Akkumulation fihrt [119]. Das MacroDel D48S
ist ein MacroDel der 3. Generation mit einem gréReren dendritischen Ger(lst und einem fast doppelt
so hohen Molekulargewicht wie das MacroDel 2. Generation D24S (Mpags: 8467Da; Mpass: 4240Da).
Das hohere Molekulargewicht der D48 MacroDels kdnnte also zu der starkeren Akkumulation

beigetragen und maéglicherweise auch zur endozytotischen Aufnahme gefiihrt haben.

4.1.3. Einfluss der Spacer und Linker auf die Aufnahme des MacroDels

In der vorliegenden Arbeit sollten Enzyme an das MacroDel gekoppelt werden ohne Beeinflussung
der enzymatischen Aktivitat. Langere Spacer zwischen Enzym und Dendron kdnnten eventuell
gunstig fur den Erhalt der Enzymaktivitat sein. Um den Einfluss der unterschiedlichen Spacer und
Linker auf die Aufnahme des MacroDels zu untersuchen, wurde die Aufnahme von D24S-1CC, D24S-
decyl-ICC und D24S-PEG4-1CC durch A549 und QGP-1 mit jeweils hexylamin (CsH1sN), decylamin
(C10H23N) und hexylamid-PEG4 (CeHisN-[C2H4O]4) als Spacer verglichen. Das MacroDel D24S-
decyl-ICC flhrte zur stérksten Fluoreszenzzunahme, wahrend das MacroDel D24S-1CC durch A549
und QGP-1 am geringsten aufgenommen wurde (Abb. 8). Die Lange der Kohlenstoffkette scheint
daher die Aufnahme des MacroDels zu beeinflussen. Das D24S-decyl-ICC besitzt eine langere
Kohlenstoffkette, wodurch das MacroDel an Lipophilitdt gewinnt. Das Ergebnis stimmt mit der
Erkenntnis von Kalgren et al Gberein, die zeigte, dass je grofier die negative Ladung und unpolare
Flache eines Molekiils ist, desto starker die Inhibierung und somit die Affinitat der Substanz zu
OATP1B1 und OATP1B3 [120]. Der Unterschied war jedoch vor allem bei A549 sehr gering
ausgepragt, so dass der Einfluss auf die Aufnahme wahrscheinlich vernachléssigt werden kann. Um

eine definitive Aussage uber den Einfluss der Spacer und Linker treffen zu kbénnen, missten einerseits
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die unterschiedlichen MacroDels auf Fluoreszenz eingestellt und andererseits weitere Tumorzelllinien

untersucht werden.

4.1.4. Analyse der Aufnahme und Elimination des MacroDels Uber die Zeit

Ein hoher zytotoxischer Effekt ist auch davon abhéngig, wie lange eine Substanz in der Zelle verbleibt.
Ein hoher Efflux kann z.B. die Wirksamkeit verringern. Um die pharmakokinetischen Eigenschaften
des MacroDels zu untersuchen, wurde die Aufnahme und Elimination des MacroDels D24S-1CC auf
HUH7 Uber die Zeit gemessen. Uber 36h nahm die Fluoreszenz stetig zu ohne ein Plateau zu erreichen
(Abb. 9). Nach Mediumwechsel nahm die Fluoreszenz kontinuierlich ab und erreichte nach ungefahr
24h seine Halbwertszeit (Abb. 9). Dies entspricht ungeféahr der Verdopplungszeit von HUH7 (t=20h)
[121]. Da das MacroDel keine zytotoxische Wirkung und keine Hemmung der Zellproliferation auf
HUH?7 hervorruft (Tab. 6), kann die Fluoreszenzabnahme durch die Zellteilung und die Verteilung
des D24S-ICC auf die Tochterzellen zuruckzufiihren sein. Es kdnnten jedoch auch aktive Efflux-
Transporter oder intrazelluldare Abbaumechanismen urséchlich gewesen sein. Der Multidrugresistant
Protein 2 Transporter (MRP-2) kdnnte an der Elimination beteiligt gewesen sein, da dieser auf HUH7-
Zellen exprimiert wird [122] und nachweislich sulfatierte Konjugate aus Zellen transportiert [123].
Weitere Untersuchungen, wie z.B. ein MRP-2 Inhibierungsversuch, missten durchgefiihrt werden,
um die Eliminationsmechanismen besser aufzuklaren. Nach 120h war eine geringe Fluoreszenz noch
nachweisbar (Abb.9). Diese lange intrazellulare Verweildauer kénnte ebenfalls durch eine Interaktion
der anionischen polysulfatierten MacroDels mit intrazelluldren Strukturen wie Proteinen zu erklaren
sein. Nachweislich kann das dPGS an den Transkriptionsfaktor Nf-KappaB binden [57]. Aufgrund
der strukturellen Ahnlichkeit wire eine Bindung des MacroDels an Nf-KappaB oder andere
Transkriptionsfaktoren ebenfalls denkbar und wiirde somit den Efflux-Transport der MacroDels

verhindern.

Diese Erkenntnisse deuten einerseits darauf hin, dass das MacroDel als TDDS lange intrazellulér
verweilt und somit die Wirkentfaltung bzw. Freisetzung des Kargos begunstigt, andererseits konnte
die nach 120h noch nachweisbare Fluoreszenz auf eine fehlende oder zu langsame Elimination des
MacroDels deuten. Weitere Untersuchungen sind dementsprechend notwendig um die Aufnahme-

und Eliminationskinetik des MacroDels genauer zu charakterisieren.
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4.2. Untersuchung der Aufnahme und Verteilung des MacroDels mittels

Fluoreszenzmikroskopie in vitro

- Aufnahme und Verteilung des MacroDels D24S-PEG4-ICC im Vergleich zum D240H-
PEG4-ICC
Da die Durchflusszytometrie keinen endgiltigen Nachweis flr die intrazellulare Aufnahme von

Substanzen bietet, wurde die Aufnahme des MacroDels mittels Epifluoreszenzmikroskopie gepruft.
Seine intrazelluldare Aufnahme konnte in allen dreizehn getesteten Tumorzelllinien aus Leber,
Pankreas, Kolon, Lunge, Ovar und Zervix nachgewiesen werden, wahrend das unsulfatierte D240OH-
PEG4-ICC von keiner Zelllinie aufgenommen wurde. Dies stimmt mit den vorherigen

durchflusszytometrischen Untersuchungen des MacroDels Uberein.

- Aufnahme und Verteilung des MacroDels D24S-PEG4-ICC und des dPGS-ICC

AnschlieBend wurde das intrazelluldre Verteilungsmuster des MacroDels D24S-PEG4-ICC mit dem

polydispersen dPGS-ICC auf Tumorzelllinien aus Leber, Pankreas, Lunge und Ovar mittels
Epifluoreszenzmikroskopie verglichen. Das MacroDel wies eine Uiberwiegend homogene Verteilung
auf, was mit einer transportervermittelten Aufnahme des MacroDels direkt ins Zytoplasma vereinbar
ist (Abb.10). Vereinzelt konnten ebenfalls vesikuldre Signale nachgewiesen werden (Abb.10). Dieses
Ergebnis konnte in der Konfokalmikroskopie bestatigt werden (Abb. 11). Das dPGS hingegen lag
uberwiegend gruppiert in Form von Vesikeln vor (Abb. 10). Dies konnte fir eine partiell
endozytotische Aufnahme des dPGS-ICC sprechen. Ab 20kDa werden Substanzen Uberwiegend
endozytotisch aufgenommen [64], so dass eine extrazelluldre Aggregation der dPGS-ICC Konjugate
(Molekulargewicht zwischen 2-20kDa) diesen Prozess getriggert haben kénnte. Das dPGS-ICC wird
im Vergleich zum D24S-PEG4-ICC stéarker von Tumorzellen aufgenommen (aus VVoruntersuchungen
bekannt), so dass die vesikuldre Anreicherung ebenfalls auf die starkere intrazellulare Akkumulation
und ggf. Aggregation zurtickzufihren ist. Weiterhin kdnnten die vesikularen Signale des MacroDel-
ICC und dPGS-ICC durch die Aufnahme und den Abbau in Autophagosomen entstanden sein.
Zytoplasmatische Strukturen und Molekiile werden im Zellstoffwechsel von solchen Zellorganellen
aufgenommen und abgebaut [124]. Spezifische Doppelmarkierungen kdnnten dartiber Aufschluss

geben.
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4.3. Untersuchung des MacroDels auf Zytotoxizitat in vitro

- Untersuchung der Zytotoxizitat iber den MTT-Test

Das MacroDel reicherte sich in allen getesteten Tumorzelllinien an, so dass als nachstes seine
Wirkung untersucht wurde. Hierfir wurde der MTT-Test eingesetzt. Dieser gehort zu den am
haufigsten eingesetzten Assays zur primadren Evaluation von Chemotherapeutika und Antitumor
Medikamenten, da er einfach und kostengunstig durchzufiihren ist [125]. Der MTT-Test gibt primér
die metabolische Aktivitdt von Zellen wieder. Unter konstanten metabolischen Bedingungen
korreliert diese mit der Viabilitat von Zellen [104]. Die metabolische Aktivitat kann jedoch von einer
Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden und somit zu Uber- oder Unterschatzungen fithren [105].
Eine Verminderung der metabolischen Aktivitdt im MTT-Test kann durch Inhibierung des
Stoffwechsels, durch Apoptose der Zellen oder durch Proliferationshemmung erklart werden. In
dieser Arbeit wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit und der fehlenden Differenzierungsméglichkeit

zwischen den Mechanismen der Begriff Zytotoxizitat verwendet.

Weiterhin kam es bei den MTT-Testungen haufig zu einer grof3en Interexperiment-Variabilitat. Diese
wird ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen beschrieben [126] und kann auf instabile zellulére
Sensibilitaten, Variationen im Zellzyklus oder photochemische Artefakte zuriickzufthren sein [105,
127]. Es sollte deswegen im Verlauf die Zytotoxizitdt der Substanzen mittels Metabolismus

unabhéngiger Assays evaluiert werden [104].

4.3.1. Zytotoxizitatsscreening

Aufgrund der hohen Anzahl an Tumorzelllinien und MacroDel-Varianten wurde das
Zytotoxizitatsscreening mit einer Auswahl von zwei MacroDels, dem D24S-PEG4 und dem D48S-
PEG4, durchgefiihrt. Die Kontrolle wurde von keiner Tumorzelle aufgenommen und zeigte in
Vorversuchen keine zytotoxische Wirkung, so dass im Screeningversuch auf sie verzichtet wurde.
Die zwei MacroDels flihrten auf den meisten getesteten Zelllinien zu keiner oder einer nur geringen
zytotoxischen Wirkung (Tab. 6). Zu einer ausgepragten Zytotoxizitat kam es auf SkHepl, A2780,
QGP-1 und HCT116 (Tab. 6). Das starker sulfatierte MacroDel D48S-PEG4 fiihrte ebenfalls auf
SW480, HepG2, U937, MOLT4 und der immortalisierten Rattenhepatozytenzelllinie zur Reduktion
der metabolischen Aktivitat (Tab. 6). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den
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durchflusszytometrischen Untersuchungen féllt interessanterweise auf, dass die zytotoxische Wirkung
des MacroDels nicht mit der aufgenommenen Menge korreliert. Dieser Sensitivitatsunterschied
konnte mit einer unterschiedlichen Expression und/oder Abhdangigkeit zu bestimmten
Transkriptionsfaktoren zusammenhéngen, an die das MacroDel mdéglicherweise bindet. Es konnte
nachgewiesen werden, dass das dPGS an Nf-KappaB und Aktiviertes Protein-1 (AP-1) binden kann
und die TGF-B Expression vermindert [57, 59, 60]. Nf-KappaB und AP-1 sind
Transkriptionsfaktoren, die in der Differenzierung, Proliferation und Apoptose von Zellen beteiligt
und bei vielen humanen Tumoren dysreguliert sind [128-130]. TGF-p spielt in der Tumorentstehung
und Progression ein zentrale Rolle [131]. Durch die strukturelle Ahnlichkeit des MacroDels zum
dPGS koénnte eine Bindung des MacroDels an diese Transkriptionsfaktoren ebenfalls in Frage
kommen. Die genauen Mechanismen der Zytotoxizitatsinduktion missten jedoch in weiterfiihrenden

Untersuchungen analysiert werden.

TDDS haben als Hauptfunktion ihr Kargo an den Wirkort zu transportieren (s. 1.2.2.). Das MacroDel
flhrt jedoch zusétzlich auf einige Tumorzelllinien zu einem zytotoxischen Effekt. Das MacroDel
kdnnte also ebenfalls als Zytostatikum untersucht werden. Diese Eigenschaft kdnnte genutzt werden,
um die Wirkung der transportierten Substanz zu verstarken. In den folgenden Versuchen wurde aus

diesem Grund die Zytotoxizitat des MacroDels genauer untersucht.

4.3.2. Einfluss der Sulfatgruppenanzahl auf die Zytotoxizitat

Starker sulfatierte MacroDels werden vermehrt von Tumorzellen aufgenommen und im
Screeningversuch zeigte das MacroDel D48S-PEG4 im Vergleich zum D24S-PEG4 auf flinf weiteren
Zelllinien (HepG2, SW480, MOLT4, U937, immortalisierte Rattenhepatozyten) einen zytotoxischen
Effekt, so dass der Einfluss der Sulfatierung auf die Zytotoxizitat genauer analysiert wurde. Hierfur
wurde die Zytotoxizitat von D24S mit D48S und D24S-PEG8 mit D48S-PEG8 auf A2780 und
SkHep1 verglichen. Die ICso-Werte der D48-MacroDels waren auf A2780 und SkHepl geringer im
Vergleich zu den D24-MacroDels (Abb.12). Dieser Unterschied war zwischen D24S und D48S
signifikant und Uber eine zehner Potenz unterschiedlich wéhrend der Unterschied zwischen D24S-
und D48S-PEGS nicht signifikant war und sich nur um einige nM unterschied (Tab. 7). Der Einfluss
der Sulfatierung auf die Zytotoxizitat bleibt also unklar. Bei den D24S und D48S MacroDels kdnnte

der Unterschied auf eine stérkere intrazellulare Aufnahme zuriickzufihren sein, die in vorherigen
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Versuchen nachgewiesen werden konnte (Abb.7). Weiterhin konnte die starkere negative Ladung die
Affinitat zu intrazelluldren Strukturen wie z.B. dem Nf-KappaB steigern. Bei 24S- und D48S-PEGS8
konnte der geringer ausgepragte Unterschied mdoglicherweise auf den Einfluss des Spacers

zurtickzufiihren sein.

4.3.3. Einfluss der Spacer und Linker auf die Zytotoxizitat

Vor Konjugation wurden die MacroDels mit Spacer ausgestattet, um eine Interaktion der anionischen
MacroDels mit den Enzymen zu verhindern. Die Spacer fiihrten zu geringfugigen, wenn auch
signifikanten, Unterschieden in der Aufnahme des MacroDels, so dass nun ihr Einfluss auf die
Zytotoxizitat untersucht werden sollte. Auf A2780 und SkHepl wirkte das D24S-decPEG4 am
starksten zytotoxisch, gefolgt von D24S-PEG4, D24S-PEG8 und zuletzt D24S (signifikanter
Unterschied im Intervallvergleich) (Abb.13; Tab. 8). Diese Ergebnisse stimmen mit der
durchflusszytometrischen Analyse Uberein, wo das D24S-decyl-ICC am stérksten aufgenommen
wurde und das D24S-ICC am geringsten (Abb. 8). Die Untersuchung wurde jedoch auf A549 und
QGP-1 durchgefiihrt und musste auf A2780 und SkHep1 wiederholt werden. Bei den D48 MacroDels
flhrte das MacroDel D48S zum starksten zytotoxischen Effekt gefolgt von D48S-PEG8 und zuletzt
D48S-PEG4 (signifikanter Unterschied im Intervallvergleich)(Tab. 8). Auf den D24 und D48
MacroDels fiihrten nicht die gleichen Spacer und Linker zu dem groRten zytotoxischen Effekt, so dass
wahrscheinlich weitere Faktoren die Zytotoxizitat beeinflussen. Auf dem dPGS fihrten

unterschiediche Spacer und Linker zu keinen signifikanten Wirkunterschieden [57].

4.4. Untersuchung des MacroDels in vivo

- Verteilung des MacroDels im nicht Tumorgewebe der Maus

Nachdem die in vitro Aufnahme des MacroDels durch Tumorzellen nachgewiesen werden konnte,
wurde seine Aufnahme und Verteilung im Mausmodell untersucht. Hierfir wurde athymischen
Méusen das Kolonkarzinom HT29 und ein gastropankreatischer Tumor implantiert und 2mg bzw.
30mg/kg Korpergewicht MacroDel-1CC verabreicht. In der Epifluoreszenzmikroskopie zeigten die
Gewebsschnitte des Darms, der Lymphknoten, der Lunge, des Riickenmarks, des Gehirns und des
Herzens in beiden Konzentrationen keine bzw. eine nur geringe Akkumulation des MacroDel-ICC
(Abb. 14). In der Leber kam es flachenhaft zu einer leichten Akkumulation des D24S-ICC (Abb. 15).
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Es ist anzunehmen, dass das D24S-ICC uber die in den Hepatozyten exprimierten Transporter
OATP1B1, OATP1B3 und NTCP aufgenommen wurde [73]. Weiterhin waren vereinzelt sternformige
Akkumulationen nachzuweisen. Es handelte sich am ehesten um Kupferzellen oder Ito-Zellen, die
Uber Phagozytose das D24S-ICC mdoglicherweise aufnehmen kénnen. Morphologisch sind
Kupferzellen und Ito-Zellen schwer voneinander zu unterscheiden. In der Niere kam es zu einer
Akkumulation des D24S-ICC in den proximalen Anteilen der Tubuli (Abb. 15). In den Glomeruli
konnte kein D24S-1CC nachgewiesen werden, so dass davon auszugehen ist, dass das D24S-ICC nicht
glomerulér filtriert wird. Zu den Aufnahmemechanismen in der Niere ist wenig bekannt, ein
moglicher Transport Gber die basolateralen exprimierten OATP4C1 Transporter [132] wére denkbar.
Diese sind fiir den Transport vieler anionischer Substanzen verantwortlich [132]. Apikal wird in den
Tubuluszellen der Multidrugresistance Protein 2 (MRP 2) Transporter exprimiert [132], der
uberwiegend sulfatierte Substrate transportiert [123]. So ware eine Ausscheidung des MacroDels Uiber
einen aktiven Transport in den proximalen Tubuluszellen der Niere denkbar. Die athymischen Mause,
die mit 30mg/kg Kopergewicht beimpft wurden, zeigten eine starkere Akkumulation des D24S-ICC
bei gleichem Verteilungsmuster in Leber und Niere. Diese Ergebnisse sind mit den

Verteilungsmustern der polydispersen dPGS-ICC vereinbar [68, 133].

Anzumerken ist, dass die Akkumulation des MacroDels in der Leber und Niere hepato- und
nephrotoxische Nebenwirkungen hervorrufen konnte. Da das MacroDel Uberwiegend in den
Tubuluszellen nachzuweisen war, ist vor allem von Tubulusch&den auszugehen, die jedoch meist
reversibel sind [134]. AuRerdem konnte beim radioaktiv markierten dPGS nach drei Wochen eine
Akkumulation in der Leber und Niere noch nachgewiesen werden, dies bei nur langsamer renaler
Elimination [133]. Dies ist fiir die Anwendung als TDDS und/oder Therapeutikum problematisch.
Um eine solche Langzeitakkumulation des MacroDels auszuschliel3en, sollten in weiterfiihrenden

Versuchen die Mé&use (iber einen langeren Zeitraum untersucht werden.

Des Weiteren wird das MacroDel wahrscheinlich aktiv (iber Transporter (OATP1B1, OATP1B3,
NTCP und moglicherweise OATP1C4) aufgenommen, die bei der Aufnahme von vielen Therapeutika
beteiligt sind [135] [136]. Dies konnte zu Medikamenteninteraktionen fuihren, die ebenfalls zu

beachten sind.
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- Aufnahme des MacroDels D24S-1CC im Tumorgewebe der Maus

Bei allen M&usen konnte im humanen Kolonkarzinom und im gastropankreatischen Tumor das
MacroDel D24S-ICC nachgewiesen werden (Abb. 16). Dieses Ergebnis ist mit den Ergebnissen der
polydispersen dPGS-1CC [60] vereinbar. Die spezifische Akkumulation im Tumorgewebe kann durch
ein Zusammenspiel aus passivem Targeting (EPR-Effekt) und der spezifischen Aufnahme durch
OATP1B1, OATP1B3 und/oder NTCP Transporter erreicht worden sein. Der EPR-Effekt kann jedoch
in in vivo Modellen unterschiedlich ausgeprégt sein und sich von den menschlichen Tumoren stark
unterscheiden, so dass Rulckschlisse in Bezug auf die Akkumulation im Menschen mit Vorsicht zu
interpretieren sind [137]. Weiterhin konnte die Expression von OATP1B1, OATP1B3 und/oder NTCP
Transporter zwar im Kolonkarzinom und im gastropankreatischen Tumor in den meisten Fallen

nachgewiesen werden [75], sollte jedoch auf diese Tumorstamme spezifisch getestet werden.

Weiterhin erfolgte die Akkumulation des MacroDels D24S-ICC vermehrt im duf3eren Bereich des
Tumors (Abb. nicht aufgefiihrt). Dies kénnte fur eine aktive Aufnahme durch Transporter sprechen,
da viele Zellen innerhalb des Tumors nekrotisch oder stoffwechsel inaktiv sind. Es kénnte jedoch
ebenfalls mit der Heterogenitat der Gefallversorgung und dem hohen interstitiellen Druck, der
innerhalb von Tumoren herrscht, zusammenhdngen [138]. Die schlechte Vaskularisierung und
mangelnde Erreichbarkeit von Tumoranteilen fir Transporter und Chemotherapeutika wurde bereits
von vielen Arbeitsgruppen beschrieben (zusammengefasst [138]). Die Abhangigkeit von der

GeféaRversorgung fur die Akkumulation des MacroDel-ICC kdnnte die Wirkung in vivo beschrénken.

- Vertraglichkeit des D24S-1CC im Mausmodell
Es wurden insgesamt sechs Mause mit D24S-1CC behandelt und nach 24h getttet. Es konnte nach

Gabe des D24S-ICC keine akute Unvertraglichkeitsreaktion bei den Mausen beobachtet werden. Nach
24h kam es ebenfalls zu keinen Gewichtsschwankungen, so dass auf eine gute Vertraglichkeit des

D24S-ICC in den ersten 24h geschlossen werden kann.

Fir alle in vivo durchgefihrten Versuche gilt, dass die Anzahl an getesteten Mdausen sehr gering war

und die Ergebnisse nur als Vorexperiment flr weiterfuhrende Untersuchungen dienen sollten.
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4.5. Das MacroDel-RNase Konjugat

Das MacroDel konnte in allen Tumorzelllinien in vitro nachgewiesen werden und akkumulierte in
vivo im Tumorgewebe. Es sollte nun als Targeted Drug Delivery System (TDDS) fiir RNasen getestet
werden, da RNasen nachweislich zytotoxische Effekte auslosen konnen [88, 89]. Durch die
Konjugation von RNasen an MacroDels, welche eine direkte Aufnahme ins Zytoplasma ermdglichen,
konnte die Wirkung von RNasen deutlich verbessert werden. Es wurden Immunoenzyme, ScFvFc-
RNase (RNase) und ScFvFc-RNasel (RNasel) eingesetzt, da sie eine gute Stabilitdt im Serum
aufweisen [86].

4.5.1. Nachweis der Konjugation der RNase und RNasel an das MacroDel

Die Immunoenzyme RNasel und RNase wurden mit dem MacroDel D24S-PEG4 uber den
unspaltbaren Linker Maleimid konjugiert. Das D24S-RNasel Konjugat wurde im Anschluss (ber eine
NP-HPLC in Fraktion 1-8 aufgetrennt. In einer nativen Gelelektrophorese wurde der Kopplungserfolg
gepruft. Die Fraktion 4-8 des D24S-RNasel Konjugates und das D24S-RNase Konjugat mit ihren
jeweiligen Kontrollen wurden auf die Gele aufgetragen. In beiden Féllen kam es zu einer erfolgreichen
Kopplung, die sowohl in der Coomassie als auch in der Alcianblau Farbung nachzuweisen war (Abb.
17, 18). Von dem D24S-RNasel Konjugat zeigte die Fraktion 4 den groRten gekoppelten Anteil bei
gleichzeitig geringsten Uberschuss an freiem MacroDel, so dass diese Fraktion fiir weitere Versuche
ausgesucht wurde. Bei dem D24S-RNase Konjugat war die Kopplung nachzuweisen, doch der Anteil
an freiem MacroDel war hoher als der konjugierte Anteil. Es zeigte sich also, dass die Kopplung des
MacroDels an die RNasen erfolgreich war, aber nur in geringem MaRe stattfand. Da das MacroDel
als TDDS fir Therapeutika eingesetzt werden soll, ist es wichtig die Kopplungseffizienz zu steigern
oder effiziente Reinigungsmethoden zu entwickeln um reine Substanzgemische zu erhalten, die

einheitliche pharmakokinetische und dynamische Charakteristika besitzen.

4.5.2. Untersuchung der MacroDel-RNase Konjugate auf Zytotoxizitat in vitro

- Zytotoxizitatsscreening

Um mdoglichst viele Zelllinien auf die MacroDel-RNase Konjugate zu testen, wurden diese in drei
bzw. zwei Konzentrationen getestet. Das D24S-RNase Konjugat zeigte allein auf A2780 und SkHepl

einen zytotoxischen Effekt, wéhrend das D24S-RNasel Konjugat (Fraktion 4) auf keiner Zelllinie eine
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relevante zytotoxische Wirkung zeigte (Tab. 9). Dabei war die maximal eingesetzte Konzentration bei
dem D24S-RNasel Konjugat hoher (C=300nM) als bei dem D24S-RNase Konjugat (C=100nM). Der
zytotoxische Effekt wurde sehr wahrscheinlich durch das MacroDel D24S-PEG4 hervorgerufen,
welches nachweislich besonders auf A2780 und SkHepl zytotoxisch wirkt (Tab.6) und in der D24S-
RNase Losung im Uberschuss vorhanden ist. Das MacroDel D24S-PEG4 wurde aus der D24S-RNasel
Losung Uber die NP-HPLC entfernt, wodurch sich der fehlende Effekt erklaren lie3e. Weiterhin wurde
das MacroDel Uber den unspaltbaren Linker Maleimid an den freien enzymatischen Anteil des
Immunoenzyms gebunden, so dass davon auszugehen ist, dass die zwischen MacroDel und

Antikorperfragment eingerahmte RNase nicht mehr funktionstiichtig war.

- Dosis-Wirkungs-Beziehung
Als néchstes wurde der 1Cso-Wert von dem D24S-RNase Konjugat auf A2780 und SkHepl ermittelt
und mit dem ICso-Wert des MacroDels verglichen. Auf A2780 und SkHepl war der 1Cso-Wert des

Konjugates signifikant geringer im Vergleich zum MacroDel (Tab. 10). Die Konjugation mit dem

Immunoenzym konnte zu einer Wirkverstarkung gefiihrt haben, was jedoch, aufgrund des im
vorherigen Abschnitt bereits erwahnten Arguments, unwahrscheinlich ist. Wahrscheinlicher ist der
Unterschied durch die eingesetzten Konzentrationen zu erklaren, die sich auf das Immunoenzym

beziehen und nicht auf das wihrend der Synthese im Uberschuss eingesetzte MacroDel.

Aufgrund des maRigen Kopplungserfolges und der fehlenden Wirksamkeit der konjugierten RNase,
wurden die Versuche nicht weitergefiihrt. Um eine Wirksamkeit zu erreichen, musste einerseits die
Kopplungseffizienz gesteigert werden und andererseits das Immunoenzym ScFvFc-RNase (iber einen
spaltbaren Linker oder tiber den ScFvFc Anteil konjugiert werden, so dass die aktive Domane der
RNase nicht beeintrachtigt wird. Eine weitere Moglichkeit wére, eine reine RNase ohne gebundenen

ScFvFc Anteil einzusetzen.

4.6. Das MacroDel-Dornase Konjugat

Aufgrund der fehlenden Wirksamkeit des MacroDel-RNase Konjugates, sollte das MacroDel als
TDDS fur DNasen untersucht werden. DNasen besitzen ebenfalls ein hohes zytotoxisches Potential
[95, 139]. Die Konjugation der DNase an das MacroDel konnte durch den direkten Transport ins

Zytoplasma die Wirkung der DNase deutlich verbessern. Es wurde die rekombinante Form der DNase
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| (Dornase) eingesetzt, die in der Therapie der cystischen Fibrose eingesetzt und gut vertragen wird
[140].

4.6.1. Nachweis der Konjugation der Dornase an das MacroDel

Es wurden unterschiedliche Konjugate durch Mivenion hergestellt, die alle Uber native
Gelelektrophorese auf ihren Kopplungserfolg getestet werden sollten. In der Alcianblau und in der
Coomassie Farbung, konnte bei allen Konjugaten die Kopplung nachgewiesen werden (Abb. 19). Den
groliten Anteil an gekoppeltem MacroDel wiesen die D24S- und D48S-PEG8-Dornase Konjugate auf,
die Uber den spaltbaren Linker SPDP an das MacroDel gekoppelt wurden. Die weiteren Konjugate
wurden Uber den unspaltbaren Linker Maleimid oder direkt an das MacroDel gebunden. Der bessere
Kopplungserfolg konnte also auf den SPDP Linker zurtckzufiihren sein. Weiterhin war, wie auch bei
den MacroDel-RNase Konjugaten, die freie Dornase und das MacroDel im Uberschuss noch
nachweisbar. Dies hangt mit der Synthesemethode zusammen, wo das MacroDel im Uberschuss

hinzugefugt wurde, um einen maéglichst hohen Kopplungserfolg zu erreichen.

Wie bereits bei den MacroDel-RNase Konjugaten angedeutet, misste die Kopplungseffizienz
verbessert oder effizientere Reinigungsmethoden gefunden werden, um pure Substanzgemische zu

erhalten.

4.6.2. Untersuchung der Enzymaktivitat der Dornase nach Konjugation

Die Konjugation von Enzymen an das MacroDel kann zu Konformationsanderungen fiihren, die die
Wirkung des Enzyms beeinflussen kdnnen. Die Aktivitat der MacroDel-Dornase Konjugate wurde im
Vergleich zur ungekoppelten Dornase in einer spektrophotometrischen Analyse untersucht. Bei allen
Konjugaten konnte eine enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden, die um 20-30% geringer
ausfiel als die unkonjugierte Dornase (Abb. 20). Dies weist darauf hin, dass die Konjugation die
Enzymkinetik vermindert, eine ausreichende Aktivitat aber noch vorhanden ist. Es ist jedoch zu
beachten, dass in den Konjugat-Losungen noch unkonjugierte Dornasen nachgewiesen werden
konnten (Abb. 19), so dass die Aktivitdt moglicherweise teilweise auf diese zurlickzufuhren ist. Der

Versuch sollte nach Aufreinigung der MacroDel-Dornase Konjugate erneut durchgefiihrt werden.
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Weiterhin muss die konjugierte Dornase, um erfolgreich als Therapeutikum eingesetzt werden zu
konnen, ihre Funktion wahrend des Transportprozesses im Blut bis ins Zytoplasma der Tumorzelle
erhalten kénnen. Fir die Stabilitat des MacroDel-Dornase Konjugates im Blut spricht die Feststellung,
dass im Blut Serum DNasen zirkulieren und extrazellulare DNA abbauen [141]. Die Serum DNase |
zeigte weiterhin experimentell die gleichen Eigenschaften, wie die humane pankreatische DNase |
(Dornase) [142], so dass eine gute Stabilitat der Dornase und des MacroDel-Dornase Konjugates im
Blut wahrscheinlich ist. Dennoch sollte in weiteren Versuchen die Stabilitat des MacroDel-Dornase

Konjugates im Blut untersucht werden.

Fur die weiteren Versuche wurde das D48S-PEG8-Dornase Konjugat ausgewahlt, da es den hochsten

Kopplungserfolg zeigte und noch eine gute Aktivitat aufwies.

4.6.3. Untersuchung der Aufnahme des MacroDel-Dornase Konjugates mittels

Durchflusszytometrie in vitro

Es sollte nun untersucht werden, ob die Konjugation der Dornase an das MacroDel die Aufnahme
beeinflusst. Hierfiir wurde das Konjugat D48S-PEG8-Dornase-1CC und seine Kontrolle D48S-PEG8-
ICC auf A2780, SkHepl und QG56 untersucht. Bei allen Zelllinien kam es zu einer Aufnahme des
MacroDel-Dornase Konjugates (Abb. 21, Tab. 11). Dies stimmt mit der Aufnahme von dPGS
Konjugaten, wie dem dPGS-Paclitaxel Konjugat, tberein [62]. Die Konjugation fihrte jedoch zu einer
starken Verminderung der Aufnahme im Vergleich zum unkonjugiertem MacroDel. Dieser
Unterschied lasst sich teilweise durch die geringere Konzentration an MacroDel-Konjugat erklaren,
da bei der Berechnung der Inkubationskonzentrationen von den Ausgangskonzentrationen der
Dornase, welche eine 100% Kopplungseffizienz impliziert, ausgegangen wurde. Weiterhin kdnnte
die veranderte GroRe und Polaritat des Konjugates die Aufnahmekinetik beeinflusst haben. Obwohl
flr hochverzweigte Polyglycerolsulfate gezeigt werden konnte, dass groRere Molekile bis zu 870kDa
besser im Zytoplasma akkumulieren [119], bildet im Falle des MacroDel-Dornase Konjugates die
Hauptmasse das Enzym aus. Folglich konnte dies die Affinitat zu den OATP1B1, OATP1B3 und/oder
NTCP Transportern verringert haben.

Um den Einfluss besser untersuchen zu kdnnen, missten einerseits die Ausgangskonzentrationen
angeglichen werden und andererseits die Substanzen auf Fluoreszenz eingestellt werden. Weiterhin

ermoglicht die Durchflusszytometrie keinen sicheren Nachweis fur die intrazellulare Aufnahme der
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MacroDel-Dornase Konjugate, so dass in weiterfilhrenden Versuchen eine Untersuchung mittels

Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt werden mdsste.

4.6.4. Untersuchung der MacroDel-Dornase Konjugate auf Zytotoxizitat in vitro

- Zytotoxizitatsscreening

Das D48S-PEG8-Dornase Konjugat und die Dornase wurden auf Tumorzelllinien aus Leber, Magen,
Kolon, Pankreas, Lunge, Mamma, Ovar, Zervix, Leukdmien und Lymphomen auf Zytotoxizitat
untersucht. Auf den meisten Zelllinien kam es zu keinem zytotoxischen Effekt, bei den
Tumorzelllinien aus dem Kolon (SW948, HT29, SW480), der Leber (HUH7) und dem Pankreas kam
es zu einer geringfugigen Wirkung (Tab. 12). Die groRte Wirkung zeigte sich auf A2780 und SkHepl
(Tab. 12). Dies stimmt mit den Zytotoxizitatsuntersuchungen der unkonjugierten MacroDels und des
D24S-RNase Konjugates uberein (Tab. 6, 9), die ebenfalls auf A2780 und SkHep1 stark zytotoxisch
wirkten. Die Dornase wurde tber den spaltbaren Linker SPDP an das MacroDel konjugiert, der bei
einem pH von 7 eine Halbwertszeit von einigen Stunden besitzt (Thermo Fischer). Da die Substanzen
fir 72h inkubiert wurden, ist es schwierig zu unterscheiden, ob die zytotoxische Wirkung auf das
MacroDel, das zudem noch im Uberschuss vorlag, die Dornase oder eine Kombination beider
zurlickzufuhren ist. Die fehlende Wirkung auf andere Tumorzelllinien lasst sich womdglich durch den
geringen Anteil an konjugierter Dornase erklaren, die dadurch nur wenig intrazellular akkumulieren
und wirken konnte. Die Dornase Kontrolle fiihrte bei keiner Zelllinie zu einem zytotoxischen Effekt.
Dies widerspricht den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Alcazar, die eine Inhibierung der
Zellproliferation durch DNase | nachweisen konnte [94]. Uber die zugrunde liegenden
Zytotoxizitdtsmechanismen oder Aufnahmemechanismen der DNase | ging die Arbeitsgruppe nicht
ein. In der Literatur konnten keine weiteren Hinweise fir eine in vitro zytotoxische Wirkung der

DNase | gefunden werden.

- Dosis-Wirkungsbeziehung

Da das MacroDel-Dornase Konjugat besonders gut auf A2780 und SkHepl wirkte, wurde die 1Cso-
Wert Messung auf diese Zelllinien durchgefuhrt. Das MacroDel Konjugat D48S-PEG8-Dornase
zeigte auf A2780 und SkHep1 einen signifikant geringeren 1Cso-Wert als das MacroDel D48S-PEG8
(Abb. 22, Tab. 13). Es kdnnte moglicherweise darauf hindeuten, dass die Konjugation des MacroDels

mit der Dornase zu einer Wirkverstarkung fuhrt. Da in dem Konjugatgemisch das MacroDel noch im
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Uberschuss vorlag und die Dornase (iber einen spaltbaren Linker an das MacroDel konjugiert wurde,
kann die Wirkverstarkung nicht sicher auf die Aktivitat der Dornase zurtickgefuhrt werden. Um dies
nachzuweisen, massten in weiterfuhrenden Experimenten die DNA-Produkte der Dornase gemessen
werden. Dies wirde ebenfalls den Nachweis erbringen, dass das MacroDel-Dornase Konjugat

wahrend des intrazellularen Transports ihre Wirkung beibehélt.

Weiterhin ist zu beachten, dass die Dornase erst bei Zellteilung ihre Wirkung entfalten kann, da sich
alleine wahrend der Mitose die Zellkernmembran auflost. Dementsprechend ist die Wirkung
wahrscheinlich von der Zellteilungsrate abhangig. In vitro ergaben sich Hinweise fiir eine
intranukledre Akkumulation des MacroDel D24S-PEGA4-ICC (Abb. 11). Bis 40kDa kénnen Molekile
und Proteine passiv durch Kernporen passieren [143], so dass ein intranukledrer Transport des
MacroDel-Dornase Konjugates mdglich wére und in weiteren Untersuchungen analysiert werden
konnte. Ein intranukledrer Transport der Dornase konnte ihre Wirkung unabhéngig von der

Teilungsrate verstérken.

Im Verlauf sollte das MacroDel-Dornase Konjugat in vivo auf Verteilung und Aufnahme getestet
werden. Der Einsatz des MacroDel-Dornase Konjugates in vivo konnte jedoch durch das
Vorhandensein von extrazellularer DNA limitiert werden. Im Serum und in tumordsen Zellverbanden
konnten hohe Mengen an extrazellularer DNA nachgewiesen werden [144], so dass es moglicherweise

vor Erreichen der Zielzelle zur Bindung der Dornase an extrazellulare DNA kommen kdnnte.

4.7. Das MacroDel-ASNase Konjugat

Wahrend durch den Einsatz von DNase und RNase auf der Transkriptions- und Translationsebene der
Tumorzellen Wirkungen erzielt werden konnen, kann die Asparaginase (ASNase) den
Proteinstoffwechsel beeinflussen. Die Asparaginase Kkatalysiert die Deaminierung der nicht
essentiellen Aminosdure Asparagin zu Aspartatsdure und Ammonium [83]. Asparagin spielt eine
wichtige Rolle im Wachstum und in der Progression von Tumoren. Bis jetzt konnte die Asparaginase
erfolgreich in der Therapie von Lymphomen und Leuk&mien eingesetzt werden [83]. Durch
Konjugation der Asparaginase an das MacroDel konnte das Wirkspektrum auf solide Tumoren
erweitert werden. In Vorexperimenten (nicht aufgefiihrt) konnten nur geringe zytotoxische Effekte
nachgewiesen werden. Moglicherweise ist dies auf die Expression von Asparaginsynthethase in

soliden Tumoren, die die Bildung von Asparagin aus Glutamin katalysiert, zurlickzuftihren [100].
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4.7.1. Untersuchung der Enzymaktivitat der ASNase nach Konjugation

Die Konjugation der ASNase an das MacroDel D24S-PEG4 Uber den unspaltbaren Linker Maleimid
erfolgte durch Mivenion. Die Konjugation konnte mittels nativer Gelelektrophorese erfolgreich
nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht aufgefiihrt). Dabei war das freie MacroDel im Uberschuss
noch nachweisbar, was bei der Interpretation der weiteren Untersuchungen beriicksichtigt werden
muss.

Nach erfolgreicher Konjugation wurde gepruft, ob die Aktivitat der ASNase nach Konjugation und
nach Aufnahme in die Zelle noch vorhanden war. Der Nachweis erfolgte mittels Nessler’s Reaktion.
Die Aktivitdt der D24S-ASNase-ICC konnte im Zytoplasma und in den Zellorganellen nach
Konjugation und intrazelluldrer Aufnahme nachgewiesen werden (Abb. 23). 20% der Aktivitat konnte
im Zytoplasma nachgewiesen werden, was eine deutliche Wirksamkeit auf zellbiochemische Prozesse
ermdoglichen wirde. Die zytoplasmatisch nachweisbare Aktivitét spricht ebenfalls fur eine direkte
Aufnahme des Konjugates tber Transporter. MutmaRlich wird das MacroDel-ASNase Konjugat
durch die selben Transporter (OATP1B1, OATP1B3, NTCP) wie das MacroDel aufgenommen. Eine
weitere Moglichkeit wére ebenfalls die Aufnahme Uber Endozytose mit anschlieender Evasion ins
Zytoplasma. Die nachweisbare Aktivitat in den Zellorganellen, zu denen auch Endosomen und
Lysosomen gezadhlt werden, spricht ebenfalls fur eine partielle endozytotische Aufnahme des
Konjugates.  Dementsprechend  wird das 24S-ASNase-ICC  wahrscheinlich  sowohl
transportervermittelt als auch Uber Endozytose aufgenommen. Die mit ASNase-ICC inkubierten
Zellen, wiesen keine Enzymaktivitat auf, was vermeintlich auf die fehlende Aufnahme

zurickzufiihren ist.

4.7.2. Untersuchung der Aufnahme des MacroDel-ASNase Konjugates mittels

Durchflusszytometrie in vitro

In der Durchflusszytometrie konnte auf allen getesteten Zelllinien, QGP-1, HepG2 und A2780, die
Aufnahme des MacroDels D24S-PEG4-ICC und des Konjugates D24S-ASNase-ICC nachgewiesen
werden (Abb. 24, Tab. 14). Die ASNase-ICC wurde von den Zellen nur in sehr geringen Mengen
aufgenommen, maoglicherweise Gber Endozytose. Erstaunlicherweise kam es bei QGP-1 und A2780
zu einer starkeren Aufnahme des D24S-ASNase Konjugates im Vergleich zum MacroDel. Dies

stimmt mit den MacroDel-Dornase Untersuchungen nicht tiberein, wo die Konjugation des MacroDels
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an die Dornase zu einer Verminderung der Aufnahme fiihrte (Abb. 21, Tab. 11). Moglicherweise wird
das MacroDel-ASNase Konjugat tiber weitere zusétzliche Wege in die Zelle aufgenommen, wie zum
Beispiel Uber Endocytose oder andere Transporter. Die starkere Fluoreszenz kénnte ebenfalls durch
eine Aggregation des MacroDel-ASNase Konjugate an der Zellmembran durch Bindung von
membrandsen Proteinen oder elektrostatischen Wechselwirkungen entstanden sein. Aus diesem
Grund wurde im folgenden Versuch die Aufnahme mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

4.7.3. Untersuchung der Aufnahme und Verteilung des MacroDel-ASNase Konjugates mittels

Fluoreszenzmikroskopie in vitro

Um die intrazelluldre Aufnahme des MacroDel-ASNase Konjugates nachzuweisen, wurden A2780,
HepG2 und QGP-1 fluoreszenzmikroskopisch untersucht. In allen Zelllinien konnte die Aufnahme
von D24S-PEG4-ICC, D24S-ASNase-ICC und vereinzelt ASNase-ICC nachgewiesen werden (Abb.
25). Ubereinstimmend mit der durchflusszytometrischen Untersuchung, kam es zu einer starkeren
Aufnahme des MacroDel-ASNase Konjugates im Vergleich zum MacroDel. Das MacroDel wies eine
uberwiegend homogene Verteilung auf, was mit vorherigen Ergebnissen (Abb. 10) tbereinstimmt und
mit einer transportervermittelten Aufnahme des MacroDels vereinbar ist. Das MacroDel-ASNase
Konjugat wies zusatzlich zu der homogenen Verteilung vereinzelte vesikulére Signalverstarkungen
auf, die auf eine endozytotische Aufnahme oder eine Aggregation der Konjugate deuten kénnten. Das
MacroDel-ASNase Konjugat scheint also tber unterschiedliche Transportmechanismen in die Zelle
zu kommen. Dies wirde mit den Ergebnissen der Enzymaktivitdtsmessung und der
Durchflusszytometrie (bereinstimmen (84.7.1., 84.7.2.). Eine endozytotische Aufnahme wirde
jedoch, aufgrund der nachfolgenden lysosomalen Degradation, zu einem Wirkverlust des Enzyms
fihren. Um diesen Wirkverlust zu verhindern, konnte Uber einen Endozytosehemmer, wie Genistein
[145], die Endozytose gehemmt und der Anteil der transportervermittelten Aufnahme gesteigert
werden. Weiterhin konnten die vesikuldren Signale durch Autophagie der zytoplasmatischen
MacroDel-ASNase Konjugate entstanden sein. Uber Autophagie konnen zytoplasmatische
Bestandteile aufgenommen und abgebaut werden [146]. In Tumorzellen konnten verstérkte

Autophagieprozesse nachgewiesen werden, welche auch therapeutisch genutzt werden kénnen [146].
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4.7.4. Untersuchung der Aufnahme des MacroDels und des MacroDel-ASNase Konjugates
durch OATP1B1

Das MacroDel wird moglicherweise Uber OATP bzw. NTCP Transporter in Tumorzellen
aufgenommen. Diese Annahme sollte einerseits geprift und andererseits fiir das MacroDel-ASNase
Konjugat untersucht werden. Es sollte getestet werden, ob die Konjugation mit der ASNase den
Aufnahmemechansimus verdndert, da sich u.a. in der Fluoreszenzmikroskopie Hinweise fir
endozytotische Aufnahmemechanismen zeigten und das Konjugat ein deutlich hoheres
Molekulargewicht besitzt (Mpass: 4638 Da; Mpass-asnase: 36638 Da). Hierflr wurde Rifamycin als
selektiver Inhibitor flir OATP1B1 eingesetzt [145]. Bereits durch Zugabe von 10uM Rifamycin kam
es zu einer Abnahme der Aufnahme um fast 50% von D24S-decyl-ICC und D24S-ASNase-ICC (Abb.
26). Dies weist deutlich darauf hin, dass das MacroDel und das MacroDel-ASNase Konjugat
zumindest teilweise Uber OATP1B1 aufgenommen werden. Die unter Rifamycin trotzdem
aufgenommenen MacroDels und Macrodel-ASNasen kdnnten durch eine inkomplette Hemmung der
OATP1B1 Transporter oder Uber alternative Aufnahmewege wie OATP1B3, NTCP-Transporter oder

Endozytose zurlickzufihren sein.

4.7.5. Untersuchung des MacroDel-ASNase Konjugates in vivo

In weiteren Versuchen sollte untersucht werden wie sich das MacroDel-ASNase Konjugat nach
Applikation in vivo verhélt und ob es sich ahnlich dem MacroDel verteilt. Hierfir wurde 10mg/kg
Korpergewicht D24S-ASNase-ICC drei athymischen Mausen mit einem humanen Kolonkarzinom
(HT29) injeziert und untersucht. In der Epifluoreszenzmikroskopie konnte das D24S-ASNase-ICC
Konjugat in Leber und Niere nachgewiesen werden (Abb. 27). In der Leber zeigte sich die Verteilung
ahnlich dem MacroDel: flachenhaft homogen mit vereinzelt vesikularen Ansammlungen in eckigen
Zellen, am ehesten die Kupferzellen oder Ito-Zellen. Auch hier ist die Aufnahme Uber die OATP1B1
und OATP1B3 Transporter, die in Hepatozyten exprimiert werden [73], die wahrscheinliche Ursache
fur die Akkumulation [102]. Die Kupferzellen sind zur Endozytose befahigt und kdnnten tiber diesen
Mechanismus das D24S-ASNase-ICC aufgenommen haben. Die ASNase wies in der Therapie der
akuten lymphatischen Leukdmie lebertoxische Eigenschaften auf [147]. Die Akkumulation des
MacroDel-ASNase Konjugates in der Leber kdnnte diese Toxizitat, aufgrund der OATP und NTCP
getriggerten Aufnahme, verschérfen. In der Niere konnte das D24S-ASNase-ICC Konjugat,
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vergleichbar mit dem MacroDel, in den Tubuli nachgewiesen werden. Die moglichen
Aufnahmemechanismen wurden im Abschnitt 4.4. ausfihrlich diskutiert. Im Gegensatz zum
MacroDel, konnte das D24S-ASNase-ICC Konjugat auch schwach in den Glomeruli nachgewiesen
werden. Die Mechanismen, die zu einer glomeruldaren Akkumulation fihrten, mussten weiter
untersucht werden. Sie konnten auf eine glomerulére Filtration des MacroDel-ASNase Konjugates
deuten. Bis jetzt ist jedoch tber die Elimination des MacroDels und der ASNase wenig bekannt. Es
wird davon ausgegangen, dass die ASNase Uber das Retikuloendotheliale System eliminiert wird [148,
149], wéhrend das MacroDel moglicherweise in der Niere tubular sezerniert wird (s. 4.4.). Die
glomeruldare Akkumulation konnte eine nephrotoxische Wirkung des MacroDel-ASNase Konjugates

bewirken.

Im Kolonkarzinom konnte in der inneren und &uf3eren Schicht des Tumors das MacroDel-ASNase
Konjugat nachgewiesen werden, wobei es im &ufleren Bereich zu einer deutlich starkeren
Akkumulation kam (Abb. 28). Mdégliche Grunde fiir die heterogene Verteilung wurden bereits
ausfihrlich erdrtert und koénnen im Abschnitt 4.4. nachgeschlagen werden. Die mangelnde
Erreichbarkeit innerer Tumorschichten konnte die Wirkung des MacroDel-ASNase Konjugates in

vivo beschranken.

4.8. Fazit: Eignet sich das MacroDel als Targeted Drug Delivery System flir Enzyme?

Viele Hinweise deuten darauf hin, dass das MacroDel funktionelle Eigenschaften besitzt, um als
erfolgreiches TDDS eingesetzt werden zu kdnnen. Durch die anionischen Ladungen ist das MacroDel
gut I6slich und kann im Blut zirkulieren. Es zeigte in vitro und in vivo eine lange Halbwertszeit, was
fur die Akkumulation des TDDS mit seinem Kargo am Zielort essentiell ist [38]. Die starke
Sulfatierung des MacroDels ermdglicht seine spezifische Aufnahme mdglicherweise durch
Transporter (OATP1B1, OATP1B3, NTCP), die nachweislich nur auf Tumorzellen und Hepatozyten
exprimiert werden [73-79]. Die spezifische Akkumulation des MacroDels konnte in vivo im
Tumorgewebe nachgewiesen werden. Das MacroDel wird direkt ins Zytoplasma aufgenommen, was
von den wenigsten TDDS erreicht wird [50]. Dadurch werden viele intrazelluldare Targets erstmals
erreichbar. Das MacroDel konnte ebenfalls intranukledr nachgewiesen werden, so dass es
moglicherweise auch als TDDS fiir intranukledre Targets dienen konnte. Weiterhin flihrte das

MacroDel selbst auf einigen Tumorzelllinien zu einem zytotoxischen Effekt. Diese Eigenschaft
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konnte als ,,Enhancer genutzt werden, um die Wirkung des transportierten Tumortherapeutikums zu

verstarken. AuBerdem war das MacroDel in den in vivo Versuchen gut vertraglich.

Das MacroDel zeigte sich als TDDS fir Enzyme ebenfalls erfolgsversprechend. Die Enzyme konnten
an das MacroDel konjugiert werden und wiesen nach Konjugation noch Aktivitat auf. In vitro und in
vivo konnte die Akkumulation der MacroDel-Enzym Konjugate im Tumorgewebe nachgewiesen
werden. Die Aufnahme der MacroDel-Enzym Konjugate erfolgt ebenfalls tiber Transporter direkt ins
Zytoplasma. Das MacroDel konnte also seine Transporterfunktion als TDDS fir Enzyme erfullen.
Die Effizienz konnte jedoch durch einen hdéheren Kopplungserfolg verbessert werden. Dadurch
wirden die Konjugate womdglich auf mehr Tumorzelllinien einen zytotoxischen Effekt hervorrufen.
Die meisten Untersuchungen erfolgten alleine mit dem MacroDel-ASNase Konjugat, so dass im

Verlauf die weiteren Konjugate untersucht werden miissten.

In vivo kam es erwartungsgemal? auch zu einer Akkumulation des MacroDels und seiner Konjugate
in der Leber. Die hepatische Akkumulation kdnnte fir weitere therapeutische Zwecke genutzt werden.
Die Mdglichkeit Enzyme in das Zytoplasma von Hepatozyten zu transportieren, stellt eine neue
Perspektive fur die Therapie hereditarer Stoffwechselerkrankungen dar. Bis jetzt konnten mittels
Enzymersatztherapien nur lysosomale Speichererkrankungen behandelt werden [150], da fir den
Ersatz zytoplasmatischer Enzyme bislang effiziente Transporter fehlten.

Das MacroDel erfiillt somit die Grundvoraussetzungen eines TDDS und sollte als TDDS fiir Enzyme
in der Tumortherapie und in der Therapie hepatischer Stoffwechselerkrankungen weiter untersucht

werden.
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