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Zusammenfassung \Y%

Zusammenfassung

Einleitung: 5-Fluorouracil (5-FU) ist ein Zytostatikum, das in der Klinik z.B. fiir die Therapie
des Mamma- bzw. des kolorektalen Karzinoms eingesetzt wird. Die Nebenwirkungen, die es bei
Patienten verursacht (z.B. Hand-FuB3-Syndrom, etc.), und lange Applikationszeiten, die aufgrund
einer kurzen Plasma-t;, notwendig sind, bedeuten allerdings erhebliche Nachteile. Die
genannten Schwichen der Therapie mit 5-FU konnten vermutlich mit Hilfe eines passenden
Carriers behoben werden. Albumin bietet sich als Transportmolekiil an, weil es iiber eine lange
Plasma-t;,, von ungefihr 19 Tagen verfiigt und dariiber hinaus gezeigt wurde, dass Tumorzellen

Albumin endozytieren und im Intrazelluldrraum durch lysosomale Enzyme abbauen.

Methodik: Zunichst wurde 5-FU modifiziert, indem am N'-Atom des Uracil-Ringes eine Me-
thyl-Carboxyl-Gruppe gebunden wurde. Das Reaktionsprodukt (FUAc) wurde im néchsten
Schritt mit Hilfe der Carbodiimid-Methode kovalent an die Modellsubstanz BSA gekoppelt, so-
dass FUAc-BSA entstand. Der Syntheseerfolg wurde mittels 'H-, C- und "“F-NMR-
Spektroskopie sowie MALDI-ToF untersucht. MTT-Tests, Zellzihlungstests und CLSM-Studien
wurden mit Tumorzellen der Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D durchgefiihrt, um das zytosta-

tische Potential und die zelluldre Aufnahme von FUAc-BSA einzuschitzen.

Ergebnisse: Die molare Masse von FUAc-BSA (68.508 Da) war im Vergleich zu BSA
(66.306 Da) um ca. 2.200 Da gesteigert, was einer Kopplung von durchschnittlich 12 Molekiilen
FUACc je BSA-Molekiil entspricht. Sowohl die Resultate des MTT-Tests als auch des Zellzih-
lungstests lassen erkennen, dass die Proliferationshemmung bei mABP-exprimierenden Zellen
(T-47D) durch FUAc-BSA der durch 5-FU idhnelt. Fiir Zellen der Linie MDA-MB-231 (keine
mABP-Expression) ist ein schwicherer zytostatischer Einfluss feststellbar. Die Resultate deuten
an, dass mABP eine wichtige Rolle fiir die Wirkung albuminbasierter Zytostatika spielen konnte.
Fiir FUAc war im MTT-Test bei beiden Zelllinien eine Uberbestimmung der Zellvitalitit gegen-
tiber dem Zellzdhlungstest feststellbar. Diese Beobachtung kann unter der Annahme einer intra-
zelluldaren Spaltung von FUAc in 5-FU und Acetat, mit der anschlieBenden Aktivierung des Ci-

tratzyklus, begriindet werden.

Schlussfolgerung: FUAc-BSA wiirde im klinischen Einsatz voraussichtlich gewisse Vorteile

gegeniiber 5-FU aufweisen, wie eine lidngere Plasma-t;, und eine spezifische Aufnahme durch
Tumorzellen bei vergleichbarer Wirksamkeit. Eine Untersuchung auf die Expression von mABP

konnte ausschlaggebend fiir eine wirksame Behandlung mit albuminbasierten Zytostatika sein.
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Abstract

Introduction: 5-Fluorouracil (5-FU) is a clinically well-established anti-cancer drug used for the
treatment of many cancer types, such as breast and colorectal cancer. However, adverse effects
(e.g. myelosuppression) and long administration periods due to its short blood plasma half-life
(plasma-t; ;) are substantial disadvantages of its application. By coupling 5-FU or a 5-FU adduct
to a carrier-molecule it might be possible to overcome these disadvantages. A favorable drug-
carrier characteristic is a long intravascular circulation time and additionally a high affinity of
tumor cells to the carrier. Albumin meets those requirements, as it has a plasma-t;,, of approxi-
mately 19 days. Moreover, tumor cells endocytose albumin and degrade the protein in the intra-

cellular space by lysosomal proteolysis.

Methods: First 5-FU was modified by coupling an acetic acid at its N'-ring atom, the resulting
adduct (FUAc) was bound covalently to a carrier molecule (bovine serum albumin, BSA (as
model substance)) via carbodiimide coupling, and FUAc-BSA was obtained. The synthesis suc-
cess was confirmed by 'H-, BC- and 19F—NMR—spectrometry as well as MALDI-ToF. MTT-
assays and cell counting assays as well as CLSM studies with breast cancer cell lines T-47D and

MDA-MB-231 were performed to evaluate the cytostatic potential and uptake of FUAc-BSA.

Results: The molar mass of FUAc-BSA (68,508 Da) was increased by about 2,200 Da compared
to pure BSA (66,306 Da), which corresponds to the binding of 12 molecules FUAc per BSA
molecule. The MTT-results as well as cell counting results demonstrate that the proliferation
inhibition of membrane albumin-binding protein (mABP)-expressing T-47D cells by FUAc-BSA
is similar to that of 5-FU and only moderate for MDA-MB-231 cells that lack such expression.
That indicates that mABP might play an important role for albumin-based drug delivery. When
adding FUAc an overestimation of cell vitality in MTT-assays compared to cell counting was
found in both cell lines, which could be explained assuming an intracellular conversion from

FUACc to 5-FU and acetate combined with resulting activation of the citric-acid cycle.

Conclusion: FUAc-BSA might probably have many clinical advantages in comparison to 5-FU,
such as reduced adverse effects due to specific uptake by tumor cells, a prolonged plasma-t;,
and similar effectiveness. Further evaluation is necessary, but testing the tumorous expression of

mABP could be crucial for successful treatment of patients with albumin-coupled drugs.
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* Zeichen fiir statistische Signifikanz

[BSA + H]* Einfach ionisiertes BSA-Molekiil bei MALDI-ToF

[BSA + 2H]2+ Zweifach ionisiertes BSA-Molekiil bei MALDI-ToF
[FUAc-BSA + H]* Einfach ionisiertes FUAc-BSA-Molekiil bei MALDI-ToF
[FUAc-BSA + 2H]2+ Zweifach ionisiertes FUAc-BSA-Molekiil bei MALDI-ToF
°C Grad Celsius

5-FU 5-Fluorouracil

A

a.u. arbitrary unit, engl. fiir ,,willkiirliche Einheit*

AFL 5-Aminofluorescein

ALL Akute lymphatische Leukdmie

Aqua dest. Aqua destillata

ATP Adenosintriphosphat

B

BCL 2 B-Cell Lymphoma 2, ein anti-apoptotisch wirkendes Protein
BSA Bovines Serumalbumin

C

c Stoffmengenkonzentration [M]

ca. circa

CD-Spektroskopie Zirkulardichroismus-Spektroskopie

cm’ Quadratzentimeter

CMF-Schema Polychemotherapie mit Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-Fluorouracil
CoA Coenzym A

CTL Wachstumskontrolle

D

0 chemische Verschiebung bei der NMR-Spektroskopie

Da Dalton

DHAP 2’,6’-Dihydroxyacetophenon

DMSO Dimethylsulfoxid

DMSO-ds deuteriertes DMSO

DNA Desoxyribonukleinsdure

DPD Dihydropyrimidin-Dehydrogenase

dTMP Desoxythymidin-Monophosphat

dTTP Desoxythymidin-Triphosphat

dUMP Desoxyuridin-Monophosphat

dUTP Desoxyuridin-Triphosphat

E

E Formelzeichen fiir Energie [J]

EDC 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimidhydrochlorid
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPR-Effekt enhanced permeability and retention effect

etc. Et cetera

F

f Formelzeichen fiir Frequenz [Hz]

FdUMP Fluor-Desoxyuridin-Monophosphat

FdUTP Fluor-Desoxyuridin-Triphosphat

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FITC-BSA Fluoresceinisothiocyanat-BSA

FKS fetales Kélberserum

FOLFIRI-Schema
FOLFOX-Schema
FUAc

Polychemotherapie mit Folinsédure, 5-Fluorouracil und Irinotecan
Polychemotherapie mit Folinsdure, 5-Fluorouracil und Oxaliplatin
Fluoruracilessigsaure
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F
FUAc-BSA
FUTP

HES
HSA

1.v.

2 CPE AR S

mM
min
MMS
mmol
mol
MRT
MTT
MTX
MTX-HSA
MW
m/z

N

N

N Fuac-Bsa
n
nab-Paclitaxel
NAD*
NADH
NADPH
NHS
NMR

ns

albumingebundenes FUAc
Fluor-Uridin-Triphosphat

Gramm
Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
Glykoprotein 60

Stunde(n)

Formelzeichen fiir das Planck’sche Wirkungsquantum [J*s]
Hydroxyethylstirke

Humanes Serumalbumin

Hertz

intravenss

Joule
Zeichen fiir die Kopplungskonstante bei der NMR-Spektroskopie [Hz]

Kilo- (10%)

Wellenldnge [nm]
Liter

Membranstindiges albuminbindendes Protein
Matrix-assisted laser desorption/ionisation
Meter

Molar

2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure
Mikrometer

Mikromolar

Milligramm

Milliliter

Millimolar

Minute(n)
Monozyten-Makrophagen-Systems

Millimol

Mol

Magnetresonanztomographie
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Methotrexat

Methotrexat — humanes Serumalbumin
Molekulargewicht [Da]
Masse-Ladungs-Verhiltnis

Anzahl der Messwerte

Anzahl an gekoppelten FUAc-Molekiilen je BSA-Molekiil
Stoffmenge [mol]

Nano-Albuminpartikel gebundenes Paclitaxel

Oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotid

Reduziertes Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
N-Hydroxysuccinimid

Nuclear Magnetic Resonance

Nicht signifikant
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P

p

PBS
PenStrep
Plasma-t,,

ppm

R

RNA
RPMI 1640
RSA

RT

S

s

SDS
SPARC

tin
ToF

TS

VEGF

w/v
WHO

Signifikanzniveau

Phosphat gepufferte Salzlosung
Penicillin/Streptomycin
Plasmahalbwertszeit

parts per million

Ribonukleinsidure

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640
Rat serum albumin

Raumtemperatur [°C]

Sekunde(n)
Sodiumdodecylsulfat
Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine

Halbwertszeit
Time of flight
Thymidilat-Synthase

vascular endothelial growth factor

weight per volume
World Health Organization
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1 Einleitung

1.1 Krebs — Einfiihrung in Karzinogenese und Epidemiologie

Die ersten Uberlieferungen von der Krankheit, die wir in der heutigen Zeit als ,,Krebs* bezeich-
nen, reichen mehrere tausend Jahre zuriick. Méglicherweise hat der dgyptische Arzt Imhotep, der
ca. 2625 v. Chr. lebte, bereits den ersten Fall eines Mammakarzinoms dokumentiert, als er von
einer ,,geschwollenen Masse in der Brust* bei einer seiner Patientinnen berichtete [1]. Das Wort
,,Krebs* als Bezeichnung einer Krankheit wurde allerdings erst mehr als zwei Jahrtausende spa-
ter von Claudius Galenus (129 — 216 n. Chr.) verwendet. Er war ein einflussreicher griechischer
Arzt, der nach Rom auswanderte, um dort Patienten zu behandeln. Claudius Galenus beschrieb
das Aussehen eines Tumors als einen thronenden Krebspanzer, der umgeben von Blutgefi3en
war, die von auflen auf diesen zuliefen. Die Adern erinnerten ihn an die Beine und die Scheren

eines Krebses. Der Begriff ,,Krebs* war geboren und hilt sich bis heute [1,2].

Von der damaligen Zeit der ersten Beschreibungen von bosartigen Krebserkrankungen bis in die
heutige hat die Forschung viel zum Verstiandnis der Karzinogenese beigetragen. Die vielleicht
interessanteste Erkenntnis scheint zu sein, dass fiir die Entstehung von Malignomen Zellen des
menschlichen Organismus verantwortlich sind, die sich durch Transformation zu malignen Zel-
len wandeln [3]. Insbesondere die Transformation epithelialer Zellen aus Lunge, Brust, Pankreas,
Prostata und Ovar ist fiir viele Tumorerkrankungen verantwortlich [4]. Es handelt sich bei der
Transformation um einen mehrstufigen Prozess, bei dem Tumorsuppressorgene bzw. Protoonko-
gene mutieren und in der Folge ihre Funktion verlieren bzw. einen Funktionsgewinn erhalten [3].
Aus molekularbiologischer Sichtweise bendtigt die erwihnte Transformation die Akkumulation
mehrerer Mutationen in der DNA, bevor Malignome entstehen. Mutationen an bestimmten Ge-
nen fiithren schlieBlich zu spezifischen Charakteristiken, die Krebszellen von nicht-malignen Zel-

len unterscheiden [3,5]. Dabei handelt es sich um:

e Selbstversorgung mit Wachstumsfaktoren

¢ Unempfindlichkeit gegeniiber wachstumshemmender Signale
¢ Umgehung der Apoptose

e Unbegrenztes Zellteilungspotential

e Fihigkeit zur Induktion von Angiogenese

¢ Invasion in andere Gewebe und Bildung von Metastasen
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e Veridnderung des Zellmetabolismus

¢ Umgehung des Immunsystems

Insbesondere die Bildung von Metastasen durch maligne Zellen, die aus einem Primirtumor in
andere Gewebe des menschlichen Organismus wandern, ist fiir ca. 90 % der Sterblichkeit durch
Malignome verantwortlich [3]. Statistisch betrachtet waren Krebserkrankungen laut der World
Health Organization (WHO) die Ursache fiir ca. 7,6 Millionen Tode weltweit im Jahr 2008.
Hochrechnungen seitens der WHO schitzen, dass die Zahl der Krebstoten in Zukunft ansteigt
und im Jahr 2030 ca. 13,1 Millionen betragen wird [6]. Alleine in den USA werden im Jahr 2013
nach Statistiken der American Cancer Society bei ca. 1,6 Millionen Menschen neue Fille von
Krebserkrankungen erwartet [7]. In der Statistik der Todesursachen rangierten die Krebserkran-
kungen im Jahr 2010 auf dem zweiten Platz hinter den kardiovaskuldren Krankheiten [8]. Fiir
Deutschland zeichnet sich ein dhnliches Bild ab wie in den USA. Auch hier stehen die Neubil-
dungen in der Todesursachenstatistik auf dem zweiten Platz direkt hinter den Krankheiten des
Kreislaufsystems. In Deutschland starben im Jahr 2011 insgesamt ca. 228.000 Menschen an Ma-

lignomen [9].

Anhand der genannten Zahlen offenbart sich folgendes Bild: Einerseits zdhlen bosartige
Tumorerkrankungen zu den Krankheiten, die in den USA, Deutschland und weltweit bei
Millionen von Menschen auftreten. Andererseits sterben trotz der intensiven Bemiihungen der
Forschung immer noch jedes Jahr viele Menschen an Krebs. Insofern erscheint es sinnvoll, einen
Blick auf die therapeutischen Moglichkeiten der Humanmedizin zur Behandlung von

Malignomen zu werfen.

1.2 Therapeutische Konzepte bei Tumorerkrankungen

Die Therapie von Tumoren basiert im Wesentlichen auf drei Sdulen [10]:

e Chirurgische Resektion eines Tumors
e Radioonkologie

e Chemotherapie

Die Chemotherapie ist als Therapiekonzept von besonderer Bedeutung, wenn es um die Behand-
lung von Metastasen und Tumorrezidiven geht [10]. Im Folgenden wird deshalb néher auf die

Chemotherapie eingegangen.
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1.3 Chemotherapie

Die Chemotherapie kann in Abhéngigkeit vom Tumor und dem Stadium der Krebserkrankung
fiir verschiedene Ziele der Tumortherapie eingesetzt werden. Es wird zwischen folgenden Ansét-

zen unterschieden:

¢ Adjuvante Chemotherapie, um nach einer chirurgischen Resektion moglicherweise ver-
bliebene Tumorzellen zu eliminieren [10],
¢ neoadjuvante Chemotherapie, um ein sogenanntes Down-Staging zu erreichen und somit

die GroBe eines Tumors vor einer chirurgischen Resektion zu verringern [10].

SchlieBlich wird noch unterschieden zwischen:

¢ Einer kurativen Therapie mit dem Ziel der Genesung des Patienten und
e cinem palliativen Ansatz, der Teilremissionen oder eine Verldngerung der Lebenszeit er-

reichen mochte [10].

Das Ziel der Chemotherapie, die folgend als Chemotherapeutika bzw. synonym als Zytostatika
bezeichnet werden, ist demnach, im Idealfall, die vollstindige Elimination von Tumorzel-
len [11]. Die Bezeichnung ,,Zytostatika* beschreibt allerdings nicht das gesamte Wirkspektrum.
Die verwendeten Substanzen wirken nicht nur zytostatisch, also das Zellwachstum hemmend,

sondern in den meisten Fillen ebenso zytotoxisch, also zelltétend [10].

Tumorzellen unterscheiden sich von den gesunden Zellen des Korpers vor allem durch die unge-
hemmte Teilung der Zellen. Die Wirkung der Chemotherapeutika setzt an diesem Punkt der un-
gehemmten Zellproliferation seitens der Tumorzellen an. Bei der Proliferation durchlaufen Zel-

len den Zellzyklus, der sich in verschiedene Phasen aufteilt (sieche Abbildung 1).

In der G;-Phase wichst die Zelle und bereitet sich auf die anschlieende S-Phase vor, in der die
DNA-Replikation stattfindet. Danach folgen die G,-Phase, in der Enzyme und Strukturproteine
synthetisiert werden, und die M-Phase, in der die eigentliche Zellteilung stattfindet. Anschlie-
Bend beginnt der Zyklus wieder mit der G;-Phase. Zusitzlich gibt es noch eine Phase, in der sich
ruhende Zellen befinden. Sie wird Gy-Phase genannt. Zellen konnen nach der M-Phase entweder
erneut direkt in die G;-Phase gelangen oder in die Gy-Phase. Um zu proliferieren, miissen die

Zellen jedoch aus der Gy-Phase in den Zellzyklus zuriickkehren [10-12].
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M-Phase
S-Phase

Abbildung 1: Schematischer Ablauf des Zellzyklus. Nicht dargestellt sind die Kontrollpunkte des Zellzyklus, die
beim Ubergang von G1- zur S-Phase und von S- zu G2-Phase zu finden sind. AuBerdem konnten die Zellen nach der

M-Phase in eine GO-Phase iibertreten, in der die Zellen ruhen.

Bei den Chemotherapeutika wird zwischen phasenspezifischen und phasenunspezifischen Zytos-
tatika unterschieden. Die phasenspezifischen Zytostatika wirken nur in einzelnen Phasen des
Zellzyklus, nicht aber iiber die gesamte Dauer der Zellteilung. Phasenspezifische Chemothera-
peutika erzielen deshalb die besten Effekte auf maligne Zellen mit hoher Teilungsrate, denn bei
einer hohen Proliferationsrate durchlaufen viele Tumorzellen gleichzeitig den Zellzyklus. Das
bedeutet, dass sich ein verhdltnisméBig groBerer Anteil der Krebszellen in einer Zellzyklusphase
befindet, in der das verwendete Zytostatikum wirksam ist. Bei malignen Zellen mit langsamer
Teilungsrate hingegen ist der Anteil an Krebszellen, die sich in einer zytostatikawirksamen Zell-
zyklusphase befinden, geringer und ein phasenspezifisches Chemotherapeutikum dadurch weni-
ger wirksam [10]. Deshalb ist die Dauer einer Therapie mit phasenspezifischen Zytostatika fiir
den Erfolg entscheidender als die Konzentration des Zytostatikums [11]. Die phasenunspezifi-

schen Zytostatika hingegen sind unabhingig von der Phase des Zellzyklus wirksam [11].

Die Gabe von Zytostatika bewirkt bei den Tumorzellen einen sogenannten ,,fractional-cell-kill*.
Das bedeutet, ein bestimmtes Chemotherapeutikum totet bei gleichbleibender Dosis eine kon-
stante Fraktion, von z.B. 90 % der Tumorzellen, ab. Werden mehrere Zytostatika miteinander
kombiniert gegeben (Polychemotherapie), erreicht man einen gesteigerten Anteil getoteter
Krebszellen, da die Zytostatika an unterschiedlichen Stellen des Zellmetabolismus angreifen. Die

Chemotherapie wird in mehreren Therapiezyklen verabreicht, damit bei jedem Zyklus ein kon-
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stanter Anteil der Tumorzellen abgetttet wird. SchlieBlich bleiben nur noch sehr wenige oder, im

Idealfall, iiberhaupt keine Tumorzellen zuriick [10,12].

Tumorzellen konnen sich jedoch auch resistent gegeniiber einer Therapie mit Zytostatika zeigen.
Zum einen besteht die Moglichkeit, dass ein Zytostatikum nicht in ausreichender Konzentration
in das Korperkompartiment gelangt, in dem ein Tumor lokalisiert ist. Zum anderen spielen tu-
morzellspezifische Resistenzmechanismen auf molekularer Ebene eine wichtige Rolle. Dazu
zdhlen zum Beispiel eine verminderte Wirkstoffaufnahme seitens der Tumorzellen bzw. eine
geminderte Metabolisierung des Wirkstoffes, verdnderte Zielsubstrate oder eine gesteigerte
DNA-Reparatur. AuBerdem kénnen Zytostatika den Patienten teilweise aufgrund von ausgeprig-

ten unerwiinschten Nebenwirkungen nicht in der erforderlichen Dosis appliziert werden [10,12].

Die Ursache von starken Nebenwirkungen besteht darin, dass die proliferationshemmenden Ef-
fekte seitens der Zytostatika unselektiv auf sich schnell teilende Zellen gerichtet sind. Das be-
deutet, neben den schnell proliferierenden Tumorzellen werden auch andere, gesunde Korperzel-
len von der Wirkung der Zytostatika beeinflusst. Eine spezifische, nur die Tumorzellen angrei-
fende Therapie mittels konventioneller Chemotherapie ist deshalb nicht bekannt [11]. Zu den
daraus resultierenden Nebenwirkungen zdhlen Ubelkeit, Erbrechen, Immunsuppression, Gerin-
nungsstorungen, Mukositis mit Stomatitis, Diarrhoe, Haarausfall, Einschrinkungen der Sperma-

togenese sowie die Gefahr von Zytostatika-induzierten Zweitkarzinomen [11].

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Substanzklassen der Zytosta-

tika und nennt den Wirkmechanismus [10-14]:

Tabelle 1: Allgemeine Darstellung der Zytostatika. Modifiziert nach [11,14].

Wirkstoffgruppe Wirkmechanismus

Durch die Alkylierung von Nukleinsduren kommt es zur Bil-
Alkylantien dung abnormer Basenpaarungen und zur Vernetzung von

DNA- und RNA-Striangen

Werden aufgrund von Strukturdhnlichkeiten in Nukleinsiduren
Antimetabolite eingebaut, die dadurch ihre Funktion verlieren. Es werden in

der Folge auch Enzyme der Nukleotidbiosynthese gehemmt

Zerstorung von Mikrotubuli sowie verminderte Ausbildung
Mitosehemmstoffe . .
des Spindelapparates fithren zu Hemmung der Zellteilung
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Topoisomerase I und II werden gehemmt. Daraus folgen

Topoisomerase-Inhibitoren
DNA-Strangbriiche. Auch: Interkalation in die DNA

Storung von DNA- und RNA-Synthese, Interkalation, Hem-
Antibiotika
mung der Topoisomerase II, Bildung von Radikalen

Asparaginase, spaltet L-Asparagin (vor allem ALL-Zellen sind
Enzyme
auf L-Asparagin angewiesen)

_ Bei hormonsensitiven Tumoren kann der Effekt von wachs-
Hormone und Antagonisten o
tumsfordernden Hormonen antagonisiert werden

Aktivierung von T-/B-Lymphozyten, Makrophagen und natiir-
Zytokine
lichen Killerzellen

Hemmung spezifischer Proteinkinasen sowie Enzymen und
Signaltransduktions- und Pro-  Effektormolekiilen der intrazelluldren Signaltransduktion.
teasom-Inhibitoren Folge sind sowohl Proliferations- als auch Angioge-

nesehemmug und Apoptose

Monoklonale Antikorper Blockade/Bindung von Mediatoren & Zellmembranantigenen

1.4 5-Fluorouracil (5-FU)

In der Gruppe der Zytostatika gehort 5S-FU zur Subgruppe der Antimetabolite, die in die DNA
bzw. RNA eingebaut werden und dadurch deren physiologische Funktionen stort. Entdeckt wur-
de es im Jahr 1957 von Charles Heidelberger [15,16]. Vom physiologisch vorkommenden Uracil
unterscheidet es sich lediglich um ein Fluor-Atom (siehe Abbildung 2).

NH NH
N/J\o N/‘KO
H H

Abbildung 2: Strukturformeln von 5-FU (links) und Uracil (rechts).
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In der Klinik wird 5-FU, in Kombination mit anderen Substanzen, bei vielen verschiedenen Tu-
morentititen wie dem kolorektalen Karzinom, dem Mammakarzinom, dem Pankreaskarzinom

sowie Tumoren im Kopf- und Halsbereich eingesetzt [15,17-20].

1.4.1 Wirkmechanismus, Nebenwirkungen sowie pharmakologische Aspekte von 5-FU

Nach der i.v. Gabe gelangt 5-FU iiber den Blutkreislauf zum Malignom, passiert die Zellmemb-
ran der Tumorzellen mit Hilfe des Uracil-Transporters und erreicht schlieBlich den Intrazellulér-
raum [21]. Dort wird das 5-FU in den Metaboliten Fluor-Desoxyuridin-Monophosphat (FAUMP)
umgewandelt. FAUMP ist in der Lage, das Enzym Thymidilat-Synthase (TS) zu hemmen. TS ist
fir die Umwandlung von Desoxyuridin-Monophosphat (dUMP) zu Desoxythymidin-
Monophosphat (dTMP) verantwortlich. Die TS-Hemmung bewirkt eine verminderte Konzentra-
tion von dTMP und fiihrt in der Folge zu einem Mangel an Desoxythymidin-Triphosphat
(dTTP), da dTTP ausgehend von dTMP synthetisiert wird.

Die genannten Effekte auf den Zellmetabolismus fithren zu Konzentrationsverschiebungen aller
Desoxynukleotide, wodurch die DNA-Synthese und die DNA-Reparatur negativ beeinflusst
werden, was schlieBlich DNA-Schidden hervorruft [15,22]. Dariiber hinaus fiihren das aus 5-FU
gebildete Fluor-Desoxyuridin-Triphosphat (FAUTP) sowie hohe intrazelluldre Konzentrationen
von Desoxyuridin-Triphosphat (dUTP) zu einem fehlerhaften Einbau in die DNA mit dem Re-
sultat von DNA-Strangbriichen und dem darauf folgenden Zelluntergang [15,22].

Die Funktion der RNA wird aufgrund der intrazelluldren metabolischen Umwandlung von 5-FU
in Fluor-Uridin-Triphosphat (FUTP) beeinflusst. Das FUTP wird in die RNA eingebaut und stort
auf diesem Wege die physiologische Funktion der RNA. In in vitro-Experimenten wurde ge-
zeigt, dass die in die RNA eingebaute Menge an 5-FU-Derivaten mit der Letalitit der Tumorzel-
len korreliert [15,23,24]. Dariiber hinaus fiihren die oben erwihnte Hemmung der TS durch
FAUMP und der Einbau von FUTP in die RNA zu einer Stabilisierung des p53-Proteins, eines

Tumorsuppressor-Proteins, das Apoptose seitens der Tumorzellen induzieren kann [15].

Die zytoreduktive Wirkung von 5-FU kann, z.B. durch die gleichzeitige Gabe von Folinséure,
intensiviert werden. Durch Folinsdure wird in den Tumorzellen verstirkt 5,10-Methylen-
Tetrahydrofolat gebildet, das zur Hemmung von TS beitrdgt [25]. Dariiber hinaus wird 5-FU
auch mit Oxaliplatin bzw. Irinotecan kombiniert, da durch die Polychemotherapie an mehreren
Stellen des Tumormetabolismus eingegriffen wird und in klinischen Studien eine gesteigerte

Wirkung im Vergleich zur alleinigen Therapie mit 5-FU gezeigt wurde [26,27]. In der Klinik
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werden diese Wirkstoffkombinationen als FOLFOX (Folinsdure, 5-FU, Oxaliplatin)-Schema
oder als FOLFIRI (Folinsdure, 5-FU, Irinotecan)-Schema bezeichnet und beim kolorektalen Kar-
zinom eingesetzt [28]. Bei Mammkarzinomen wird dariiber hinaus ein CMF-Schema (Cyclo-

phosphamid, Methotrexat, 5-FU) verwendet [29].

Allerdings werden nur maximal 3 % der applizierten 5-FU-Dosis zu zytotoxischen Metaboliten
umgewandelt, wihrend mehr als 80 % in kurzer Zeit abgebaut werden und damit keinen prolife-
rationshemmenden Effekt erzielen. Die Plasmahalbwertszeit (Plasma-t;;) von 5-FU betrigt
10 - 20 min. Fiir die Degradation ist die Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) verantwort-
lich, die vorranging in der Leber zu finden ist und das Schliisselenzym fiir den Abbau von 5-FU
darstellt. Die entstehenden Metaboliten werden anschlieBend renal ausgeschieden [30]. Nach
24 h werden laut Heggie et al. bereits 60 — 90 % der applizierten 5-FU-Dosis iiber die Niere eli-
miniert [31]. Zusammenfassend betrachtet, deuten die genannten Informationen auf pharmakolo-

gische Defizite hin.

Dartiiber hinaus gehort 5-FU zu den phasenspezifischen Zytostatika, die lediglich in der S-Phase
des Zellzyklus wirksam sind. D.h. eine lange Wirkdauer wire aus therapeutischer Sicht sehr
wiinschenswert (siehe Abschnitt 1.3) [11]. In der Klinik wird 5-FU einerseits als Bolus i.v. inji-
ziert, andererseits auch als 24 h-, 48 h- oder sogar 120 h-Dauerinfusion, um den Wirkspiegel
iber einen moglichst langen Zeitraum konstant zu halten und so dem pharmakologischen Defizit
zu begegnen [32,33]. Aufgrund von genetischen Polymorphismen kommt es allerdings vor, dass
bei manchen Patienten die Aktivitit der DPD reduziert ist und 5-FU in der Folge eine gesteigerte

t1» sowie eine damit einhergehende hohere Toxizitét besitzt [30].

Aber auch ohne eine geminderte DPD-Aktivitit werden bei Patienten vielfdltige Nebenwirkun-
gen aufgrund des unspezifischen Einflusses von 5-FU ausgelost, wie Leukopenie, Anédmie,
Thrombozytopenie sowie gastrointestinale Nebenwirkungen, wie Mukositis, Diarrhoe, Ubelkeit
und Erbrechen. Dariiber hinaus klagen die Patienten iiber das sogenannte Hand-Fuf3-Syndrom
und Haarausfall [30]. Als weitere Nebenwirkung einer Behandlung mit 5-FU muss die Kardioto-
xizitdt genannt werden, die bei bis zu 18 % der Patienten auftritt. Konkret handelt es sich u.a. um
Krankheitsbilder wie Angina pectoris, einen Myokardinfarkt und eine ventrikuldare Tachykardie

bis hin zum kardiogenen Schock [34].
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1.4.2 Capecitabin — ein oral applizierbares 5-FU-Derivat

Verschiedene Derivate von 5-FU sind fiir die Therapie von Tumoren hergestellt worden. Ein
bekannter Vertreter ist Capecitabin, eine 5-FU-Prodrug mit einer molekularen Masse von
359,35 Da, die taglich zwei Mal oral eingenommen wird, was eine strikte Compliance seitens der
Patienten voraussetzt. Nachdem es die gastrointestinale Mukosa iiberwunden hat, wird es mit
Hilfe von hepatischen Enzymen metabolisch umgewandelt, gelangt schlielich zu den Tumorzel-
len und wird intrazelluldr zu 5-FU aktiviert. Eingesetzt wird es fiir eine Therapie bei kolorektalen

Karzinomen und Mammakarzinomen [35].

Im Vergleich zu 5-FU verfiigt Capecitabin iiber den Vorteil einer geringfiigig gesteigerten Plas-
ma-t;, [36]. Weil Capecitabin vorrangig erst in den Tumorzellen zu 5-FU umgewandelt wird,
konnte man vermuten, dass es allein in Tumoren wirkt und weniger unerwiinschte Nebenwir-
kungen verursacht als 5-FU. Tatsédchlich wurde bei der Therapie von kolorektalen Karzinomen
festgestellt, dass die Auftretenswahrscheinlichkeit von Neutropenie und Stomatitis bei der Gabe
von Capecitabin geringer ist als bei einer Therapie mit 5-FU. Das Hand-FuB3-Syndrom wurde
jedoch wesentlich hiufiger als Nebenwirkung beobachtet. Alle anderen Nebenwirkungen traten
gleichhiufig auf [37]. Beim progressionsfreien Uberleben und beim Gesamtiiberleben wurden

keine Unterschiede zwischen beiden Substanzen festgestellt [37].

1.4.3 Resistenzen gegen die Wirksamkeit von 5-FU

Obwohl die zytostatische Wirkung von 5-FU durch die Kombination mit weiteren Agenzien ver-
starkt werden kann (z.B. Folinsdure), treten trotzdem Fille auf, in denen 5-FU nur schwache
Wirkungen oder keine Effekte erzielt. In diesen Fillen spricht man von Resistenzen. So kann
zum Beispiel eine gesteigerte Expression der TS dazu fithren, dass Tumorzellen sich resistent
gegeniiber 5-FU zeigen [38]. Des Weiteren lassen Tumorzellen eine wesentlich schlechtere
Wachstumshemmung durch 5-FU erkennen, wenn anstatt des p53-Wildtyp-Gens eine mutierte
Form von p53 in den Zellen vorzufinden ist [39]. Allerdings wurde jlingst gezeigt, dass Resis-
tenzen gegeniiber 5-FU iiberwunden werden konnen. Karaayvaz et al. haben eine gesteigerte
Chemosensitivitit von Tumorzellen festgestellt, wenn eine bestimmte Form von microRNA,
microRNA-129, zu Kolonkarzinomzellen transfiziert wird, da das anti-apoptotisch wirkende
Protein B-cell Lymphoma 2 (BCL 2) in der Folge supprimiert wird. Die Wirksamkeit von 5-FU

war nach der Transfektion gesteigert [40].
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1.5 Gezielte Zytostatikatherapie von Tumoren (Targeted drug delivery to tumors)

Resistenzen gegen Zytostatika wie z.B. 5-FU sind generell ein Problem bei der Chemotherapie.
Ebenso schwer wiegen allerdings auch die zahlreichen unerwiinschten Nebenwirkungen fiir die
Patienten. Dariiber hinaus sind der schnelle Abbau von 5-FU durch DPD sowie die damit einher-
gehende geringe t;, pharmakologische Eigenschaften von 5-FU, die fiir die Therapie enorme

Nachteile bringt.

Innerhalb der letzten Jahrzehnte sind deshalb Systeme und Strategien untersucht worden, die die
gezielte Abgabe von Medikamenten an Tumoren mit Hilfe von Carrier-Molekiilen gestatten sol-
len und gleichzeitig eine gesteigerte t, ermoglichen [41-44]. Das Ziel besteht darin, einen
Grofteil der applizierten Medikamente zu den Tumoren zu transportieren, wihrend gleichzeitig
keine oder nur eine minimale Akkumulation an anderen Stellen im Korper stattfindet. Dadurch
sollen z.B. die systemischen, toxischen Nebenwirkungen aufgrund der zytostatischen Therapie
verringert werden [41,42]. Beim targeted drug delivery sollten idealerweise mehrere Vorausset-

zungen beziiglich des Transportmolekiils erfiillt werden [41,45]:

¢ Hohe Beladbarkeit des Triagermolekiils (Carrier) mit der Wirksubstanz
e Hohe t

e Verbleib am Wirkungsort

¢ Freisetzung des Medikaments in einer wirkungsvollen Konzentration
e Keine unerwiinschten Nebenwirkungen durch den Carrier

e Keine Immunantwort gegen den Carrier

¢ Gute Bioabbaubarkeit des Carriers

¢ @iinstige Kosten-Nutzen-Relation

Als potentielle Wirkstoffcarrier wurden sowohl Liposomen, Polymere und Mizellen als auch
Nanopartikel und Antikorper ins Kalkiil gezogen. Dariiber hinaus wurde auch mit Proteinen wie
Albumin und Transferrin und ebenso mit Erythrozyten Versuche unternommen, sie als Drug

Carrier zu verwenden [43,46,47].

Fiir die Erreichbarkeit der Tumorzellen durch Carrier spielt der enhanced permeability and re-
tention effect (EPR-Effekt) eine wesentliche Rolle. Der EPR-Effekt basiert zum einen darauf,
dass Malignome stark vaskularisiert sind; denn Tumorzellen sind in der Lage z.B. den Faktor
VEGF (vascular endothelial growth factor) zu bilden und so Angiogenese zu induzieren. Zum

anderen verfiigen die durch die Angiogenese gebildeten Gefille iiber eine Endothelschicht, die
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von Poren durchzogen ist, was eine gesteigerte Durchlissigkeit der Endothelschicht zur Folge
hat und eine gesteigerte Extravasation von Stoffen aus dem Blutkreislauf in den interstitiellen
Raum erméglicht [48]. Fiir die Tumorzellen besteht der Vorteil darin, dass sie dadurch sowohl
mit mehr Sauerstoff als auch mit einer groleren Menge an Néhrstoffen versorgt werden [49]. Die
Grofe der beschriebenen Poren zwischen den Endothelzellen reicht von 3 — 200 nm [43]. In der
Literatur wurde von Maeda et al. beschrieben, dass auch Proteine mit einer Molekiilmasse groer
als 60 kDa durch den EPR-Effekt in den Extravasalraum gelangen konnen [50]. Lammers et al.
argumentiert auf der anderen Seite, dass der EPR-Effekt aber auch nicht iiberbewertet werden
sollte [43]. Zum einen seien die Tiermodelle, an denen der EPR-Effekt untersucht wurde, nicht
direkt auf den Menschen iibertragbar. Zum anderen gibe es grole Unterschiede fiir die Durch-

lassigkeit von Endothelzellen, die von Tumor zu Tumor unterschiedlich sein kann [43].

AuBerdem muss beachtet werden, dass grolere Molekiile zwar in der Lage wiren, das Herz-
Kreislauf-System mittels des EPR-Effektes zu verlassen, aber aufgrund einer geringen Eindring-
tiefe in das Tumorgewebe nicht jede Tumorzelle erreichen. Dreher et al. haben gezeigt, dass die
Extravasation und Eindringtiefe in Tumoren durch Dextran mit 40 — 70 kDa (hydrodynamischer
Durchmesser: 6 nm), als Beispielsubstanz fiir Makromolekiile, die besten Ergebnisse liefert. Bei
2000 kDa-Dextran (hydrodynamischer Durchmesser: 50 nm) steigert sich zwar die Zirkulations-
zeit im intravaskuldren System, aber die Akkumulation im Tumorgewebe sei gegeniiber Carriern
mit einer geringeren molaren Masse verringert [43,51]. Insofern kann nur ein Carrier mit einer
molaren Masse bis maximal 70 kDa und ca. 6 — 12 nm Durchmesser einerseits die l6cherige Ar-
chitektur der Blutgefdfe im Tumorgewebe effektiv nutzen und kombiniert diese Eigenschaft mit
einer akzeptablen Eindringtiefe in das Tumorgewebe [43,51,52]. Bei der Wahl eines Carriers ist
es wichtig, diese Voraussetzungen zu beachten, um eine moglichst effektive zytostatische Thera-

pie zu erreichen.

1.6 Albumin als Carrier-Molekiil

In Anbetracht der notwendigen Eigenschaften, die ein passender Carrier erfiillen sollte, wird
erkennbar, wie schwierig es ist, ein Tragermolekiil zu finden, das sowohl eine lange t;,, aufweist,
sich im Plasma nach der Beladung mit 5-FU bzw. eines 5-FU-Derivates stabil verhilt, keine Ne-
benwirkungen im Organismus auslost und die erforderliche GroB3e aufweist, um den EPR-Effekt
nutzen zu konnen. Aulerdem sollte der Carrier selektiv von Tumorzellen aufgenommen werden,

um unerwiinschte systemische Nebenwirkungen durch das Zytostatikum so gering wie moglich
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zu halten. Bei Albumin konnte es sich um einen passenden Carrier fiir die Tumortherapie mit

Zytostatika handeln.

Die Plasmaproteine im menschlichen Organismus bestehen etwa zur Hilfte aus Albumin. Die
Leber synthetisiert taglich 10 — 15 g des Albumins und gibt es in den Intravasalraum ab [44,53].
Die Konzentration des humanen Serumalbumins (HSA) betridgt im Plasma zwischen 42 — 54 g/L
und weist eine tj,, von ungefdhr 19 Tagen auf. Die Molekiilmasse belduft sich auf 66 - 67 kDa

und der hydrodynamische Durchmesser betrdgt 7,2 nm [44,53,54].

Die physiologische Funktion von Albumin besteht einerseits darin, den kolloidosmotischen
Druck im Intravasalraum aufrecht zu erhalten [53]. Deshalb wird HSA in der Klinik, wenn nichts
anderes verfiigbar ist, als Plasmaexpander verwendet [55]. Da die Aminoséduresequenz von HSA
zu 16,8 % aus sauren Aminosduren (Aspartat und Glutamat) und zu 16,9 % aus basischen Ami-
nosduren (Lysin, Histidin und Arginin) besteht, dient es dariiber hinaus dazu, den pH-Wert im

Blut konstant zu halten [53].

Eine weitere enorm wichtige Funktion von Albumin ist letztlich der Transport von z.B. Schild-
driisen-, aber auch anderen Hormonen sowie von hydrophoben Molekiilen, wie beispielsweise
Medikamenten und Fettsduren. Albumin kann hydrophobe Stoffe an sich binden und im Blut-
kreislauf transportieren, weil es eine hydrophile Oberflédche besitzt und gleichzeitig eine Art hyd-

rophobe Taschen aufweist, in die sich hydrophobe Molekiile einlagern kdnnen [53].

Abbildung 3: Dreidimensionale, verwundene Struktur von HSA mit vielen alpha-Helices [56].

Im Vergleich zwischen verschiedenen Tierspezies verfiigen Albumin, Myoglobin und Hamo-
globin iiber Strukturhomologien, die auf ein 77 Aminosduren umfassendes, gemeinsames Vor-

lauferprotein, vor ungefdhr 100 — 530 Millionen Jahren, schlieBen lassen [57]. Neben dem
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menschlichen Organismus besitzen auch andere Tierspezies Albumin, in nur geringfiigig verédn-
derter Form, wie z.B. Ratten (rat serum albumin, RSA) und Rinder (bovine serum albumin,
BSA). In der Gegeniiberstellung von HSA und BSA wird deutlich, dass sowohl in der Anzahl

der Aminosduren als auch in der Abfolge nur geringe Unterschiede feststellbar sind [S8—61].

Aufgrund des geringen hydrodynamischen Durchmessers ist Albumin bei Patienten mit einer
Tumorerkrankung in der Lage, den Intravasalraum iiber den EPR-Effekt zu verlassen und zu den
Tumorzellen zu gelangen. Einmal im Interstitium des Tumors angekommen, besitzt Albumin
wegen der geringen Grofle gute Diffusionseigenschaften, um in das gesamte Tumorgewebe zu
diffundieren. Im Vergleich zu Immunglobulinen der Klasse G (ca. 150 kDa) diffundiert Albumin
ungefihr zehn Mal schneller [62].

Sowohl die Plasma-t;,; als auch die Molekiilmasse und die Grof3e des Proteins deuten darauf hin,
dass Albumin ein vielversprechendes Carrier-Molekiil zum Drug Targeting von Tumorzellen ist.
Es erfiillt die Voraussetzungen fiir die Nutzung des EPR-Effektes (siche Abschnitt 1.5) bestens.
Dartiiber hinaus verfiigt Albumin iiber einen weiteren wichtigen Vorteil, der nachfolgend darge-

stellt wird.

In Abschnitt 1.1 wurde beschrieben, dass sich der Metabolismus von Tumorzellen anders verhilt
als der von gesunden Zellen des Korpers. Diese Eigenschaft ist fiir Tumorzellen erforderlich, da
wihrend der G- und der S-Phase des Zellzyklus grole Mengen an Energie benétigt werden. Der
Energieverbrauch von Krebszellen ist also stark gesteigert [62]. Als ein wichtiger Energieliefe-
rant dient einerseits Glukose, die mittels Glykolyse abgebaut wird. Das Stoffwechselendprodukt
der Glykolyse, Pyruvat, wird durch die Pyruvat-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA decarboxyliert
und schlieBlich in den Citratzyklus eingespeist, wo es zusammen mit Oxalacetat zu Citrat rea-

giert [63].

Zum anderen werden von Tumorzellen Plasmaproteine, insbesondere Albumin, endozytosever-
mittelt aufgenommen [62]. Nach der Aufnahme in den Intrazellularraum erfolgt der Abbau in
den Lysosomen, wo Proteasen das akkumulierte Albumin spalten. AnschlieBend werden die
freien Aminosduren in das Zytosol der Tumorzellen iiberfiihrt und weiterverarbeitet. Die Amino-
sauren des Albumins dienen den Tumorzellen zum einen als ergiebige Quelle fiir die Synthese
von neuen Proteinen [54,62,63]. Zum anderen kann von den freien Aminoséduren intrazellulir die
NH,-Gruppe abgelost werden. Die verbleibenden Kohlenstoffverbindungen werden anschlieend
auf verschiedenen Wegen zu Pyruvat, Acetyl-CoA oder anderen Metaboliten des Citratzyklus

abgebaut. Dadurch ist ein Anschluss an den Stoffwechsel gegeben, der der Energiegewinnung
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dienlich ist [62,63]. Fiir Tumorzellen ergibt sich somit der Vorteil, dass der Energiestoffwechsel
nicht allein von der Glukosebereitstellung abhiingt, sondern auch Albumin zur Energiegewin-
nung genutzt werden kann, das reichhaltig im Intravasalraum vorhanden ist und kontinuierlich
von der Leber synthetisiert wird [44,53]. Die Akkumulation von Albumin wurde sowohl in Ma-
lignomen als auch in entziindeten Geweben beobachtet [44]. Somit ergeben sich vier entschei-

dende Vorteile fiir Albumin als Carrier:

e Es verfiigt iiber eine lange t;,

e gelangt iber den EPR-Effekt direkt zu den Tumorzellen,

e kann aufgrund seines geringen hydrodynamischen Durchmessers tief in das Tumorgewe-
be eindringen und

¢ wird von Tumorzellen bevorzugt aufgenommen.

In der Praxis wird Albumin als Carrier fiir ein Zytostatikum z.B. beim Abraxane® (Nano-
Albuminpartikel gebundenes Paclitaxel, nab-Paclitaxel) verwendet. Das Medikament ist fiir das
metastasierte Mammakarzinom zugelassen und in der Erprobung fiir die Therapie von weiteren
Tumorentitdten [18]. Es handelt sich um Nanopartikel, die das lipophile Zytostatikum Paclitaxel
transportieren und Vorteile gegeniiber der bisherigen Therapie mit Paclitaxel bieten [18,46]. Der
Durchmesser der Partikel betrdgt etwa 130 nm. Nach der i.v. Applikation 16st sich die Albumin-
hiille der Partikel rasch auf und zuriick bleiben 16sliche, nicht-kovalent gebundene Albumin-
Paclitaxel-Komplexe, die mit ca. 10 nm Durchmesser eine @hnliche Grofle wie das physiologi-
sche HSA aufweisen [18,64]. Das nab-Paclitaxel gelangt darauthin iiber den EPR-Effekt in das

Tumorgewebe.

Neben dem EPR-Effekt trigt das 60 kDa-Glykoprotein (gp60) ebenfalls zur Aufnahme von nab-
Paclitaxel in die Tumoren bei. Das gp60, auch Albondin, befindet sich auf der Oberfliche der
Endothelzellen des Kapillarsystems und ermoglicht eine Transzytose vom Intravasalraum in den
interstitiellen Raum, in dem sich der Tumor befindet [18,64]. Dort angekommen wird die Auf-
nahme von nab-Paclitaxel in die Tumorzellen eventuell durch das Secreted Protein, Acidic and
Rich in Cysteine (SPARC) begiinstigt, das insbesondere natives Albumin bindet [18,54]. Die
Expression von SPARC hat bei in vivo Experimenten zu einem verbesserten Ansprechen auf die
Therapie mit nab-Paclitaxel im Vergleich zu einem anderen Taxan gefiihrt. Somit konnte

SPARC als ein Biomarker fiir das Ansprechen auf die Therapie mit nab-Paclitaxel dienen [65].

Als ein weiteres Beispiel fiir eine Zytostatika-Therapie mit Albumin als Carrier-Molekiil kann

das Methotrexat-HSA (MTX-HSA) genannt werden. In den vergangenen Jahren wurden mehrere
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klinische Studien mit MTX-HSA als Monotherapie oder in Kombination mit anderen Substanzen
erprobt [66—68]. Der Unterschied zum nab-Paclitaxel besteht darin, dass das MTX mittels einer
kovalenten Amidbindung an das HSA gekoppelt wurde [67]. Das Beladungsverhéltnis zwischen
MTX und HSA betrug 1:1, obwohl auch eine hohere Beladungsrate moglich gewesen wire. Al-
lerdings sorgt eine groferes MTX:HSA-Verhiltnis dafiir, dass das Monozyten-Makrophagen-
System (MMS) der Leber das MTX-HSA, bzw. bei in vivo Experimenten an Ratten das
MTX-RSA, aus dem Blutkreislauf aufnimmt und folglich weniger Wirkstoff zum Tumor ge-
langt. AuBerdem geht damit eine verringerte t;,, einher [53,67,69]. Die gesteigerte Aufnahme
seitens des MMS beruht auf der Denaturierung des Proteins durch die Menge an gekoppelten
Molekiilen. Deshalb ist es bei der Beladung von HSA wichtig, die native Struktur zu
erhalten [53,69].

1.7 Aufgabenstellung

5-FU ist ein Zytostatikum, das in der Klinik sowohl beim Mammakarzinom als auch beim kolo-
rektalen Karzinom sowie weiteren Tumorentititen eingesetzt wird. Als nachteilig erweisen sich
die Plasma-t;», die nur 10 — 20 min betrigt und die unspezifische Toxizitdt, die sich nicht nur

gegen Tumorzellen richtet, sondern ebenso gegen gesundes Korpergewebe.

Es wurde gezeigt, dass albumingebundenes, modifiziertes 5-FU (Fluorouracil-Essigsdure, FUAc)
eine hohe Stabilitét in verschiedenen Puffern (von den Autoren nicht genauer spezifiziert) und in
Plasma besitzt [70]. Die Bindung von 5-FU an Albumin erfolgte nach Modifikation von 5-FU zu
FUACc durch Anfiigen einer Methyl-Carboxyl-Gruppe an den Uracil-Ring [71]. In Tierversuchen
wurde erkennbar, dass bei einer i.v. Applikation von albumingebundenem FUACc iiber 24 h kon-
stant 5-FU freigesetzt wurde. Allerdings wurden keine Experimente unternommen, um das zy-
tostatische Potential zu untersuchen [71]. Weder die chemische Synthese noch die Zahl der ge-

bundenen FUAc-Molekiile je Albumin-Molekiil wurden bisher beschrieben.

Das Ziel der Arbeit besteht darin, ein Protokoll fiir die Synthese von albumingebundenem FUAc
zu finden und die Menge des gekoppelten FUAc zu quantifizieren. Da der Erhalt der nativen
Struktur nach der Kopplung von FUAc an Albumin einen essentiellen Faktor fiir die Plasma-t;,»
und die Bindung an SPARC darstellt, muss ebenso untersucht werden, ob die Kopplung von
FUACc einen strukturverindernden Einfluss auf das Albumin bewirkt. Mit Hilfe von in vitro Ex-
perimenten wird auflerdem der proliferationshemmende Einfluss von FUAc bzw. albumingebun-

denem FUACc auf verschiedene Tumorzelllinien im Vergleich zu 5-FU {iiberpriift.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Puffer, Losungen und Medien

In der folgenden Tabelle werden die fiir diese Arbeit verwendeten Losungen aufgefiihrt:

Tabelle 2: Verwendete Puffer, Losungen und Medien.

Puffer bzw. Losung

Inhaltsstoffe

MTT-Losung

1 mg/mL in RPMI 1640

Natronlauge

1 M: 40 g NaOH gelost in 1 L H,O, bzw.
10 M: 400 g NaOH gelost in 1 L H,O

Phospat gepufferte Salzlosung (PBS)
(pH-Wert 7,4 oder 8)

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,

2 mM KH,PO,
pH-Wert-Anpassung mit 1 M NaOH

Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI 1640 Medium, Life Technologies GmbH,
Darmstadt)

10 % FKS
1 % PenStrep
Phenolrot

GlutaMAX™

Solubilisierungslosung fiir den MTT-Test [72]

99,4 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
0,6 % Essigsiure
0,1 g/mL Sodiumdodecylsulfat (SDS)

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurden die folgenden Chemikalien in analysereiner Qualitit von

den angegebenen Herstellern bezogen:
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Tabelle 3: Verwendete Substanzen. Darstellung inklusive Molekulargewichten (MW) in [Da] und Hersteller.

Substanz MW [Da] Hersteller
2’,6’-Dihydroxyacetophenon (DHAP, CsHsO3) 152,14 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Ampuwa® ] Fresenius  Kabi  Deutsch-
land GmbH
Bovines Serumalbumin (BSA, > 98 %, lyophili-
=~ 66.430 Sigma-Aldrich Chemie GmbH

siert)
Chloressigsédure (C,H;Cl0O,) 94,5 J.T. Baker
Dimethylsulfoxid (DMSO, C,HsOS) 78,13 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Dimethylsulfoxid-ds  (DMSO-ds, 99,8 %,

84,17 Deutero GmbH
C,D6SO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy,) 141,96 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) 292,24 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimid-

191,7 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
hydrochlorid (EDC)
Essigsdure (C,H40,) 60,05 J.T. Baker
Ethanol (70 %, C,HO) 46,07 Merck KGaA

FITC-BSA (FI in isothi te bo-  BSA:~ 66400
(Fluorescein —isothioncyanate - bo Sigma-Aldrich Chemie GmbH

vines Serumalbumin, 66 kDa) FITC: 389.,4
Fetales Kilberserum (FKS) Life Technologies GmbH
5-Fluorouracil (5-FU, 50 mg/mL, C4H;FN,0,) 130,08 Teva Pharma AG
Kaliumchlorid (KCI) 74,55 VEB Jenapharm
Kaliumhydroxid (KOH) 56,11 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2-(N-Morpholino)ethansulfonsédure (MES, . . .

195,2 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
CsH3NO,S)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT, 414,32 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
CisH;6BrNsS)

Natriumchlorid (NaCl) 58,44 Merck KgaA
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs) 84,01 Merck KgaA
Natriumhydroxid (NaOH) 39,99 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
N-Hydroxysuccinimid (NHS, C,HsNO;) 115,09 Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Penicillin/Streptomycin

334,39/581,57 Life Technologies GmbH
(PenStrep, 10.000 Units/mL, 10 mg/mL)

Phosphate Buffered Saline (PBS, pH-Wert 7,4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Salzsdure (37 %, HCI) 36,46 J.T. Baker
Sodiumdodecylsulfat (SDS, C;,H,sNaO,S) 288,38 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Trypanblau (0.5 % [w/v], C34H2sNO14S4) 872,88 BioChrom AG

Trypsin (0,25 % mit EDTA, mit Phenolrot) ~23.000 Life Technologies GmbH

2.1.3 Zelllinien

Fiir die Zellkulturversuche wurden die Zelllinien MDA-MB-231 (freundlicherweise bereitge-
stellt von Frau PD Dr. med. Diana Liiftner, Oberirztin an der Medizinischen Klinik mit Schwer-
punkt Himatologie, Onkologie und Tumorimmunologie, Charité — Universititsmedizin Berlin)
und T-47D (freundlicherweise bereitgestellt von Herrn Prof. Dr. med. Kurt Possinger, Klinikdi-
rektor der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Onkologie und Hédmatologie der Charité -

Universititsmedizin Berlin) verwendet.

2.1.3.1 MDA-MB-231

Die Zelllinie MDA-MB-231 wurde im Jahr 1973 aus dem Pleuraerguss einer 51-jidhrigen, kauka-
sischen Patientin entnommen und kultiviert, nachdem die Patientin bereits eine Therapie mit
5-FU und Prednison aufgrund ihres Mammakarzinoms erhalten hatte. Diese Therapie erwies sich
jedoch als ineffektiv. Bei der Patientin wurde urspriinglich im Jahr 1969 eine radikale Mastek-
tomie der rechten Mamma vorgenommen. Histologisch zeigten sich dort papilldre und tubulire

Formationen. Dariiber hinaus wurde auch ein intraduktales Karzinom festgestellt [73].

Die Mammakarzinom-Zellen MDA-MB-231 vermehren sich in Zellkultur einschichtig und adha-
rent. Sie exprimieren Rezeptoren fiir den epidermal growth factor und den transforming growth

factor alpha [74,75].
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2.1.3.2 T-47D

Die Zelllinie T-47D wurde im Jahr 1978 aus einem Pleuraerguss einer 54-jdhrigen, weiblichen
Patientin isoliert und kultiviert. Es handelt sich um metastatische Zellen eines duktalen
Mammakarzinoms, die in Zellkultur einschichtig und adhérent wachsen. Auf ihrer Oberfliche
exprimieren sie Rezeptoren fiir Ostrogen, Progesteron, Glukokortikoide, Androgene, Calcitonin

und Prolaktin [76,77].

Die Zelllinie besitzt auerdem die Eigenschaft, langsamer zu proliferieren, wenn ihr BSA zuge-
setzt wird. T-47D wird deshalb als albuminsensibel bezeichnet. Die Tabelle 4 spiegelt die Infor-

mationen iiber die Tumorzell-Rezeptoren in komprimierter Form wider.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Rezeptoren der verwendeten Tumorzelllinien. Legende: ,.+* bedeutet, ein Protein

wird exprimiert. ,,-*“ bedeutet, ein Protein wird nicht exprimiert.
Rezeptoren und Membranproteine
R Pro- Gluko- Epidermal | Transform-
Calci- And- Ost- Pro-
geste- korti- growth ing growth | mABP | SPARC
tonin rogen | rogen laktin
ron koid factor factor alpha
T-47D
+ + + + + + - + + -
[74,76,77]
Zell-
linie MDA-
MB231 | - | - | = | - N 4 + _ |
[73-75]

Im Vergleich zu der Zelllinie T-47D verfiigen die MDA-MB-231-Zellen iiber keine Hormonre-

zeptoren und verhalten sich in ihrem Wachstum albumininsensibel [74,75].

2.1.4 Gerdite und Verbrauchsmaterialien

Die folgende Auflistung zeigt die Gerdte und Materialien, die fiir die Arbeitsschritte dieser Ar-

beit verwendet wurden.
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Tabelle 5: Gerite und Verbrauchsmaterialien.

Gerite und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

pu-Slide 8 well, ibiTreat, tissue culture trea-

ted, sterile

Ibidi GmbH

24-Well Cell Culture Cluster, Flat bottom

Corning Incorporated

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (30 kDa)  Millipore GmbH
Automatic-Sarpette® Sarstedt AG & Co
Blutgasanalysator ABL 725 Radiometer GmbH

Heraeus® Biofuge® Primo R Zentrifuge

Heraeus Instruments GmbH

Heraeus® Labofuge® 400 Zentrifuge

Heraeus Instruments GmbH

PowerWave 340 Mikroplatten-Spektralphotometer

BioTek Instruments GmbH

Eppendorfgefie 2 mL, verschlieBbar Eppendorf AG
Explorer Feinwaage Ohaus Europe GmbH
Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM 510

Carl Zeiss AG
Meta
Microtest Platte, 96 well, flat bottom BD BioSciences

Magnetriihrer HA 56.1

Carl Roth GmbH & Co. KG

Mehrkanal-Pipette Discovery Comfort, 8-Kanal,
20-200 uL

ABIMED GmbH

NMR-Ro6hrchen, Norell ST550-7

Norell, Inc.

pH-Meter 766 Calimatic

Knick Elektron. Messgerite GmbH & Co. KG

Roll-Mischgerit: Assistent RM 5 Assistant, Nr. 348

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG

Rotilabo®-Spritzenfilter (Porengréfe 0,22 um)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Sarstedt AG & Co.

Spektralphotometer U2800

Hitachi High-Technologies Corporation

Sterilwerkbank Thermo HER Asafe
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Wasserfilteranlage EASYpure RoDi

Werner Reinstwassersysteme

Zihlkammer Neubauer-Improved LO Laboroptik
Zellkultur-Flasche, 75 cm® Bodenfliche, Plug-

BD BioSciences
Seal Cap
Zellsieb, 40 um BD BioSciences
Zentrifugenrohrchen 15 mL, verschlieBbar Sarstedt AG & Co.
Zentrifugenrohrchen 50 mL, verschliebar Sarstedt AG & Co.

Zytostatikabank HER Asafe

Heraeus Instruments GmbH

2.2 Methoden

2.2.1 Wirkstoffherstellung

Abbildung 4 veranschaulicht die Synthese des Wirkstoffes FUAc-BSA im Uberblick:
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Abbildung 4: Herstellungsprozess von FUAc-BSA. Zunichst wurde in einer ersten Synthese (A) FUAc ausge-

hend von 5-FU hergestellt. In einer zweiten Reaktion (B) wurde das albuminbasierte Zytostatikum FUAc-BSA pro-

duziert. Die Struktur des BSA-Molekiils wurde modifiziert ausgehend von [78].

Die genauen Details der Herstellung werden in den Abschnitten 2.2.1.1 und 2.2.1.2 beschrieben.
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2.2.1.1 Synthese von Fluorouracil-Essigsdure (FUAc) aus 5-F luorouracil’

Die Synthese von FUAc aus 5-FU erfolgte mit leichten Modifikationen auf der Basis von

Tada [79]. Die Reaktionsgleichung fiir die FUAc-Synthese ist in Abbildung 5 dargestellt.

In einem ersten Ansatz [A] wurde in einem Volumen von 11 mL Wasser eine Losung bestehend
aus 1,73 g 5-FU (nspy=13,3mmol, c¢spy=1,21 M) und 1,49 g Kaliumhydroxid (KOH)
(n xog = 13,3 mmol, ¢ xkoug =2,41 M) angesetzt. In einem zweiten Ansatz @ wurden zu 5 mL
Wasser 1,25 g Chloressigsidure (n chioressigsiure = 13,3 mmol, ¢ chioressigsaure = 2,65 M) zugegeben.
Der Ansatz Bl wurde dem Reaktionsansatz |A| unter Riithren zugegeben, wodurch ein weier Nie-
derschlag entstand, der fiir 15 min bei Raumtemperatur weitergeriihrt wurde. Danach wurde
langsam KOH zugefiigt bis das Gemisch klar wurde und einen pH-Wert von 10 besal3. Anschlie-

Bend wurde fiir weitere 15 min geriihrt.
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Abbildung 5: Umwandlung von 5-FU zu FUAc nach Tada [79]. Die an der Hauptreaktion beteiligten Stoffe sind
als Strukturformeln dargestellt. Fiir das FUAc-Molekiil sind die Ring-Atome und die C-Atome der angebundenen
Essigsdure durchnummeriert. Die C-Atome der Essigsdure wurden zusétzlich mit einem (’) hinter der Nummer ver-

sehen und unterscheiden sich farblich von den Ring-Atomen.

Das Reaktionsgemisch wurde im néchsten Schritt fiir 2,5 h am Riickflusskiihler gekocht. Als
Reaktionsprodukt entstand FUAc, das auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit konzentrierter

Salzsdure (37 %) auf einen pH-Wert von 2 eingestellt wurde. Nachfolgend wurde die Mischung

' Die Synthese von FUAc wurde mit der Unterstiitzung von Herrn Dr. rer. nat. Torsten Sievers, Max-Planck-Institut

fiir Kolloid- und Grenzfldachenforschung, Golm, durchgefiihrt.
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auf eine Temperatur von 4 °C abgekiihlt. Nach 1 h wurde der pH-Wert erneut gepriift und even-
tuell auf einen pH-Wert von 2 eingestellt.

Wihrend der Lagerung bei 4 °C fiir 24 h kristallisierte FUAc und bildete transparente Nadeln,
die mittels Dekantieren und Zentrifugieren (10 min, 10.000 g, ohne Bremse) von der Mutterlau-
ge isoliert wurden. Der Uberstand wurde entnommen, auf einen pH-Wert von 2 eingestellt und

fiir weitere 24 h bei 4 °C gelagert, um Reste von FUAc auskristallisieren zu lassen.

Im letzten Schritt wurden die isolierten Kristalle in einer geséttigten Natriumhydrogencarbonat-
Losung gelost, anschlieBend mittels 37 %-iger Salzsdure bei einem pH-Wert von 2 erneut aus-
kristallisiert (24 h bei 4 °C gelagert) und schlieflich abzentrifugiert (10 min, 10.000 g, ohne
Bremse). Der Uberstand wurde verworfen und das sedimentierte FUAc unter dem Abzug bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Umsetzung von 5-FU zu FUAc wurde mittels NMR-
Spektroskopie (siehe Abschnitt 2.2.5) kontrolliert.

2.2.1.2 Kopplung von FUAc an bovines Serumalbumin (BSA )

Aufgrund der Homologie von HSA und BSA (siehe Abschnitt 1.6) wurde in den Versuchen die-
ser Arbeit BSA als Modellsubstanz verwendet. Die Carbodiimid-Kopplung erlaubt die Bildung
von kovalenten Amid-Bindungen zwischen Carboxyl-Gruppen und Amino-Gruppen [80]. Die
bei der Umwandlung von 5-FU zu FUAc angebundene Essigsédure besitzt eine freie Carboxyl-
Gruppe. BSA ist ein Protein, das aus 583 Aminoséduren aufgebaut ist und ein Molekulargewicht
von 66.430 Da besitzt [58]. Ungebundene Amino-Gruppen sind bei Proteinen wie BSA meist bei
der Aminosdure Lysin in Form von &-NH,-Gruppen vorhanden. AuBlerdem stellen N-stindige
Aminosduren freie Amino-Gruppen zur Verfiigung [81,82]. Die Kopplung lduft unter Zugabe
von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid (EDC) ab, das freie Carboxyl-
Gruppen aktiviert, und N-Hydroxysuccinimid (NHS), das die aktivierten Carboxyl-Gruppen fiir
die Bindung an freie Amino-Gruppen stabilisiert [82]. Das Ergebnis der Reaktion ist eine Car-
bonsdureamid-Bindung zwischen FUAc und BSA. Abbildung 6 veranschaulicht exemplarisch,

wie eine Carbodiimid-Kopplung funktioniert.

? Die Synthese von FUAc-BSA wurde mit Unterstiitzung von Herrn Dr. rer. nat. Yu Xiong, AG Biiumler, Charité —
Universitidtsmedizin Berlin, nach der in der Literatur publizierten EDC/NHS-Methode mit Modifikationen seitens

der AG Béaumler durchgefiihrt [82].
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Abbildung 6: Ubersicht iiber die Carbodiimid-Kopplung. Ein Molekiil mit einer freien Carboxyl-Gruppe, wie
z.B. FUAc, wird durch die Zugabe von EDC aktiviert. Als Zwischenprodukt bildet sich ein aktivierter, instabiler O-
Acylisurea-Ester. Nach Hinzufiigen von Sulfo-NHS oder NHS wird die Carboxyl-Gruppe fiir die Bindung an eine
freie Amino-Gruppe stabilisiert, wie sie z.B. an BSA mehrfach vorkommt. Als Endprodukt entsteht eine stabile

Carbonsédureamid-Bindung. Modifizierte Darstellung nach [83].

Fiir die Synthese von FUAc-BSA wurde zuniichst im Ansatz @ eine 1:1-Mischung von PBS und
H,0O mit einer BSA-Konzentration von 25 mg/mL angefertigt und fiir 1 h gerollt bis sich BSA

vollstiandig gelost hatte.

Im Ansatz @ wurden 132,5 mM FUAc und 500 mM NaCl in H,O gelost. AnschlieBend wurde
Ansatz @ mit 1 M Natronlauge auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. Im folgenden Schritt wur-
den 100 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES) zugegeben, wodurch sich der pH-Wert

auf 5,3 verringerte.

Im Ansatz @ wurden 1,56 M EDC und 3,91 M NHS in H,O gelost. Das entspricht einem
NHS/EDC-Konzentrationsverhéltnis von ca. 2,5. 6 mL des Ansatz ® wurden zu 36 mL von An-
satz @ (Verhiltnis 1:6, pH-Wert 5,2) zugegeben und fiir 20 min bei Raumtemperatur moderat
geriihrt. Anschlieend wurde 10 M Natronlauge zugegeben bis ein leicht alkalischer pH-Wert
von 7,2 - 7.5 erreicht wurde. SchlieBlich wurde der Ansatz @/Ansatz @—Mischung das BSA in
Form von Ansatz @, in einem Volumenverhiltnis von 7:6 (42 mL:36 mL), zugegeben und fiir
2 h bei Raumtemperatur gerollt. Nach 2 h wurde das synthetisierte FUAc-BSA mittels Zentrifu-
genfiltration (Amicon Ultra-15, 30 kDa, 5.000 g, 4 °C, 15 min, ohne Bremse) aufkonzentriert. Im
letzten Schritt wurde das FUAc-BSA drei Mal mit H,O gewaschen (5000 g, 4 °C, 15 min, ohne

Bremse).
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Die verschiedenen Ansitze @ - ® und die jeweiligen Inhaltsstoffe sowie deren Stoffkonzentra-

tionen sind in Tabelle 6 dargestellt:

Tabelle 6: Ubersicht iiber die benétigten Substanzen fiir die FUAc-BSA-Synthese. Dargestellt sind die ver-

schiedenen Ansitze und deren Inhalt inklusive Stoffkonzentrationen.

Ansatz Inhaltsstoffe mit Stoffkonzentrationen

o BSA (25 mg/mL), gelost in PBS (68,5 mM NacCl, 1,35 mM KCl, 5 mM Na,HPO, und
1 mM KH,PO,), pH-Wert 7,0

FUAc: 132,5 mM, NaCl: 500 mM, MES: 100 mM, Natronlauge zum FEinstellen des pH-
Werts auf 7

® EDC: 1,56 M, NHS: 3,91 M, gelost in H,O

Das synthetisierte FUAc-BSA wurde anschlieBend fiir 24 h bei -30 °C gelagert, bevor es lyophi-
lisiert wurde. Der Erfolg der Synthese wurde mittels Massenspektrometrie (sieche Ab-

schnitt 2.2.6) verifiziert.

2.2.2 Zellkulturbedingungen

Die Zellen wurden bei 37 °C in einer Atmosphére mit 5 % CO; und einer Luftfeuchtigkeit von
95 % in Zellkulturflaschen mit 75 cm” Bodenfléiche im Brutschrank kultiviert. Als Nihrmedium
wurde das Medium RPMI 1640 verwendet, das im 48 h-Rhythmus unter sterilen Bedingungen
gewechselt wurde. Die Zelllinien wurden passagiert, wenn die Zellkulturflaschen zu 80 — 90 %
mit Karzinomzellen bewachsen waren. Fiir das Passagieren wurde in die Flaschen 2,5 mL
Trypsin 0,25 % zugegeben und anschliefend fiir 12 + 1 min im Brutschrank inkubiert, um sie
vom Boden der Zellkulturflasche zu 16sen. Danach wurde das Trypsin durch Zugabe von 7,5 mL
Medium RPMI 1640 in seiner proteolytischen Wirkung inaktiviert und die Zellsuspension bei
300 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Tumorzellen in frischem
Medium RPMI 1640 resuspendiert, bevor sie in einer 1:8- bis 1:12-Verdiinnung wieder in

75 cm*-Zellkulturflaschen ausgesit wurden.
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2.2.3 Vitalitiitsbestimmung mittels MTT-Test

Um die zytostatische Wirkung von 5-FU, FUAc, FUAc-BSA und BSA auf die Zelllinien
MDA-MB-231 und T-47D zu quantifizieren, wurde der MTT-Test verwendet.

Der MTT-Test erlaubt es, in kurzer Zeit die Vitalitit bei einer grofen Anzahl von verschiedenen
Zellproben in 96-Well-Platten zu bestimmen [84]. Er ist besonders fiir das Testen von adhirent
wachsende Zelllinien geeignet [72,85]. Das 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zoliumbromid (MTT) ist urspriinglich ein wasserlosliches, gelbes Tetrazoliumsalz, das in die
Zellen eindringt und dort zu wasserunloslichen, blauen Formazankristallen verstoffwechselt
wird. Diese Reaktion wird im Zellinneren durch zytosolische und mitochondriale
Dehydrogenasen unter Verbrauch von Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) und
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) katalysiert [84,86]. AnschlieBend werden die
gebildeten Formazankristalle durch Zugabe einer Solubilisierungslosung (siehe 2.1.1) aus dem
Zellinneren freigesetzt und gelost. Die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenldnge

von A = 570 nm (PowerWave 340 Mikroplatten-Spektralphotometer).

Einzig vitale Zellen, mit Ausnahme von Erythrozyten, reduzieren MTT zu Formazan. Daraus
folgt, dass sich die Menge an gebildetem Formazan proportional zur Anzahl der vitalen Zellen
verhilt. Allerdings unterscheidet sich die Umsetzung in Abhéngigkeit von der Zelllinie. Ein

Vergleich zwischen zwei unterschiedlichen Zelllinien ist somit nicht direkt moglich [87].

R
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N%N+\R NAD* R N/ \R
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Abbildung 7: Reduktion vom gelben MTT zum blauen Formazan. Die Reaktion geschieht unter Verbrauch von
NADH im Zytosol und in den Mitochondrien der Zellen. Nach [72].

2.2.3.1 Wirksamkeitsuntersuchungen von 5-FU, FUAc, FUAc-BSA und BSA mittels MTT-Test

Die Karzinomzellen der Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D wurden zu Beginn des Tests mit
2,5 mL Trypsin 0,25 % aus der Zellkulturflasche gelost, zentrifugiert und in Medium RPMI 1640
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resuspendiert (analog zum in Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Verfahren), bevor sie mit einer
Zihlkammer (Neubauer-improved) ausgezihlt und in einer Dichte von 5.000 Zellen/Well in 96-
Well-Platten (Microtest Platte, 96 well, flat bottom) ausgesit wurden. Als Nahrmedium wurden
100 uL RPMI 1640 je Well zugegeben. Nach 24 h wurde das Zellkulturmedium vorsichtig abpi-
pettiert und direkt durch 200 pL Zytostatika- bzw. BSA-haltiges Zellkulturmedium ersetzt.

Die Wirkung von 5-FU, FUAc, FUAc-BSA und BSA auf die Zelllinien wurde bei Konzentratio-
nen von 100 uM, 300 uM und 500 uM getestet. Fiir jede Reaktion wurde die Menge an gekop-
peltem FUAc je BSA-Molekiil mittels MALDI-ToF (siehe Abschnitt 2.2.6) be-
stimmt (N pyac/Bsa)- Aus der gewiinschten Wirkstoffkonzentration (¢ s.py) und N pyacssa wurden

Aquivalenzkonzentrationen fiir FUAc-BSA (¢ ruac-ssa) nach folgender Formel berechnet:

. C5-Fu
(Gleichung 1) CFUAc-BSA = 3
N ryac/Bsa

BSA wurde in identischen Konzentrationen wie FUAc-BSA zugegeben. Zusitzlich wurden eine
Wachstumskontrolle (jeweilige Zelllinie + 200 uL. RPMI 1640) und ein Blank (200 uL
RPMI 1640 ohne Zellen) angelegt.

Das Zellkulturmedium wurde zu den jeweiligen Messzeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h und 96 h)
vorsichtig entfernt und durch 100 pL sterile MTT-Losung (c = 1 mg/mL) ersetzt. Nach 2 h Inku-
bationszeit im Brutschrank wurde die MTT-Losung entfernt und 100 uL Solubilisierungslésung
zugegeben. AnschlieBend wurde die 96-Well-Platte 15 min geschiittelt, um die entstandenen

Formazankristalle zu 16sen und photometrisch am Plattenleser bei A = 570 nm ausgewertet.

2.2.3.2 Allgemeine Bemerkung zur Auswertung des MTT-Tests

Jeder der vier Wirkstoffe wurde beim MTT-Test in den Konzentrationen 100 uM, 300 uM und
500 uM experimentell getestet. Daraus ergeben sich zwolf Kombinationsmoglichkeiten. Jede
Kombinationsmoglichkeit wurde als Siebenfach-Bestimmung gemessen. Aulerdem wurde eine
Wachstumskontrolle (CTL, sechsfach) und ein Nullwert (Blank, sechsfach) gemessen. Der Blank
wurde von den Messwerten subtrahiert. Der grofite und der kleinste Wert jeder siebenfach-
Bestimmung wurden herausgenommen, um Ausreiler zu beseitigen. Bei der CTL wurde iden-
tisch verfahren. Daraus folgt, dass fiir die CTL Vierfach-Bestimmungen und fiir die anderen

Messungen Fiinffach-Bestimmungen in die Ergebnisse eingingen. Fiir die Auswertung wurde der
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Mittelwert der vier Messwerte der CTL gebildet und als 100 %-Wert gesetzt. Die anderen
Messwerte eines Messzeitpunktes wurden auf den Mittelwert der CTL bezogen und so ebenfalls
in Prozent umgerechnet. Fiir jeden Messzeitpunkt wurde die CTL jeweils neu als 100 %-Wert
berechnet. Das Verfahren wurde gewihlt, um die einzelnen Zelllinien miteinander vergleichen

zu konnen.

Es wurden Messungen bei vier Messzeitpunkten 24 h, 48 h, 72 h und 96 h durchgefiihrt. Die vier
Messzeitpunkte ergeben eine komplette Messreihe. Fiir jede Zelllinie wurden vier Messreihen
durchgefiihrt. Die Prozent-Daten aller vier Messreihen wurden anschlieBend zusammengefasst
und ausgewertet. Dabei wurde mit dem zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von 1 % auf signifikante Unterschiede getestet. Auf diese Weise wurde mit

jeder einzelnen Zelllinie verfahren.

Die Ergebnisse werden mit Hilfe von Liniendiagrammen und Boxplots dargestellt. Die Antennen
der Boxplots zeigen Minimum und Maximum der Werte an. Die Boxplots selber geben unteres
Quartil, Median und oberes Quartil wider. AuBBerdem befinden sich oberhalb der Boxplots ent-
weder ein Stern als Ausdruck einer statistischen Signifikanz gegeniiber der CTL oder ,,ns*, was

,»hicht signifikant* bedeutet.

2.2.3.3 Einfluss einer pH-Wert-Anderung durch FUAc auf den MTT-Test

Um eine mogliche Anderung des pH-Wertes durch die Zugabe von FUAc in das Zellkulturmedi-
um RPMI 1640 zu untersuchen, wurde der MTT-Test auf folgende Weise modifiziert: 5-FU,
FUAc, FUAc-BSA und BSA wurden in einer Konzentration von 300 uM auf die Tumorzellen
gegeben und fiir 72 h inkubiert. Jede zu messende Substanz wurde zwei Mal je Platte ausgesiit;
ein Mal auf der linken und ein Mal auf der rechten Seite. Zwei Stunden bevor die standardméfi-
ge sterile MTT-Losung zugegeben wurde, ist das Medium der rechten Seite abgenommen wor-
den und wurde durch frisches, zytostatikafreies Medium ersetzt, um den pH-Wert auf den Aus-
gangswert des Zellkulturmediums einzustellen. AnschlieBend wurde nach dem Standardprotokoll

verfahren.
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2.2.4 Zellzihlung nach Trypanblaufirbung’

Um eine Aussage liber das zytotoxische Potential von 5-FU im Vergleich zu FUAc und FUAc-
BSA zu treffen, wurde neben dem MTT-Test aulerdem stichprobenartig eine Bestimmung der
Zellzahl nach 72 h bei einer Wirkstoffkonzentration von 300 uM fiir 5-FU, FUAc, FUAc-BSA
und BSA bei beiden Zelllinien vorgenommen. Auflerdem wurden Werte fiir CTL und Blank

erhoben.

Zur Bestimmung des Verhéltnisses von lebenden zu toten Zellen wurde die Zellzdhlung nach
Trypanblaufarbung verwendet. Trypanblau ist ein Farbstoff, der tote Zellen durchgéingig blau
anféarbt, wihrend vitale Zellen keine Farbung zeigen. Die Firbung kommt zustande, da die Zell-
membranintegritit von toten Zellen vermindert ist und so ein Eindringen des Farbstoffes in das
Zellinnere ermoglicht. Im Zytoplasma bindet das Trypanblau an Zellproteine, wodurch die

Blaufidrbung zustande kommt [72].

Die Karzinomzellen wurden dafiir zu Beginn des Tests mit 2,5 mL Trypsin 0,25 % aus der Zell-
kulturflasche gelost, zentrifugiert und in Medium RPMI 1640 resuspendiert (analog zum in Ab-
schnitt 2.2.2 beschriebenen Verfahren), bevor sie mit Hilfe einer Zdhlkammer ausgezihlt und in
einer Dichte von 30.000 Zellen je Well (Ausnahme T-47D: 60.000 Zellen je Well) in 24-Well-
Platten ausgesit wurden. Mit dem Medium RPMI 1640 wurde auf ein Volumen von 590 puL je
Well aufgetfiillt. Nach 24 h wurde das Zellkulturmedium abpipettiert und direkt durch 1.180 uL.
zytostatika- bzw. BSA-haltiges Zellkulturmedium in einer Konzentration von 300 uM ersetzt
(siehe Abschnitt 2.2.3.1). AuBBerdem wurde eine Wachstumskontrolle ausgesit. Die Volumina
wurden so gewihlt, dass sie den Bedingungen in der 96-Well-Platte beim MTT-Test entspra-

chen.

72 h nach der Aussaat wurde zunichst das Medium abpipettiert, 200 uL Trypsin 0,25 % je Well
zugegeben und fiir 12+1 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden 400 uL Medium zuge-
fiigt, um das Trypsin 0,25 % in seiner proteolytischen Aktivitdt zu neutralisieren. Die 600 puL-
Zellsuspension wurde homogenisiert und in ein 2 mL-Eppendorfgefil} tiberfiihrt. Danach wurden
100 uL der Zellsuspension entnommen und in einem weiteren 2 mL-Eppendorfgefal3 fiir 4 min
mit 100 uL von 0,5 % Trypanblau unter leichter Agitation inkubiert. AnschlieBend wurden
10 uL in eine Zahlkammer pipettiert, von der vier Eck-Grolquadrate ausgezahlt (siche Abbil-

> Die Zellzéhlungen wurden mit der Unterstiitzung von Frau Kathrin Smuda, AG Biumler, Charité —

Universititsmedizin Berlin, durchgefiihrt.
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dung 8) wurden, und der Mittelwert gebildet. Fiir jede Probe wurde die Zahl der Tumorzellen im

Triplikat bestimmt.

Beim Zihlen wurden in einer ersten Zidhlrunde die blau angefirbten, toten Zellen gezihlt und
anschlieBend, in einer zweiten Zihlrunde, die Gesamtzellzahl bestimmt. Fiir die CTL wurde der
Mittelwert der drei Messungen gebildet und als 100 %-Wert gesetzt. Die anderen Messergebnis-
se wurden jeweils auf die Kontrolle bezogen und so ebenfalls in Prozent umgerechnet. Die Men-
ge an vitalen Zellen wurde berechnet, indem von der Gesamtzellzahl die Menge der toten Zellen

subtrahiert wurde.

1

T
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: 1rarm ' Tram ' 1rmrm '

Abbildung 8: Ziahlkammer Neubauer-improved. Insgesamt besitzt die Zihlkammer 3 x 3 Gro3quadrate. Die vier
Eck-Quadrate sind jeweils grau hinterlegt. IThre Kantenlédnge betrdgt 1 x 1 mm. Die Hohe der Kammer belduft sich

auf 0,1 mm. Daraus ergibt sich ein Volumen von 0,1 mm° (=0,1 pL) je Eck-Quadrat [88,89].

2.2.5 Kernresonanzspektroskopie4

Bei der Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) handelt es sich um eine Methode, die

genutzt wird, um die Struktur von chemischen Molekiilen zu untersuchen und aufzukléren.

* Die NMR-Spektroskopie-Messungen wurden durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe NMR (Leitung: Herr Prof. Dr.
Clemens Miigge) des Institutes fiir Chemie, Humboldt-Universitit zu Berlin und von Herrn Dr. rer. nat. Torsten

Sievers, Max-Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzflichenforschung, Golm.
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Chemische Molekiile sind strukturell so aufgebaut, dass sie aus einer bestimmten Anzahl von
Atomen bestehen. Jedes einzelne dieser Atome verfiigt wiederum iiber einen Atomkern. Die
Atomkerne weisen insgesamt eine positive Ladung auf; weil sie aus neutral geladenen Neutronen
und positiv geladenen Protonen bestehen [90,91]. AuBerdem verfiigen die Atomkerne iiber einen
sogenannten Eigendrehimpuls (Spin), der zu magnetischen Momenten und den damit verbunde-
nen Energieniveaus fiihrt, die fiir jedes Atom charakteristisch sind und z.B. fiir die medizinische

Diagnostik im MRT Verwendung finden [92].

Bei der NMR-Spektroskopie wird das zu untersuchende chemische Molekiil fiir die Strukturauf-
kldrung in einem starken d@uBeren Magnetfeld (mehrere Tesla) platziert. Die Kern-Spins der ein-
zelner Atome (z.B. H-Atome bei der 1H—NMR—Spektroskopie) konnen unter der Wirkung des
duBeren Magnetfeldes zwei mogliche Zustinde annehmen, entweder parallel oder antiparallel
gerichtet. Die Kerne, deren Spin parallel zum duB3eren Magnetfeld angeordnet sind, besitzen ei-
nen energiedrmeren, die antiparallel liegenden Spins einen geringfiigig energiereicheren Zustand.
Die Energiedifferenz steigt, je stirker das duBere Magnetfeld ist, in dem das zu untersuchende

chemische Molekiil platziert wurde [92].

Mittels einer Hochfrequenz-Spule (60 - 600*10° Hz), die eine elektromagnetische Strahlung er-
zeugt, wird dem zu untersuchenden chemischen Molekiil Energie zugefiihrt. Die Menge der zu-
gefiihrten Energie steht nach folgender Formel in einer proportionalen Beziehung zu der Fre-

quenz der elektromagnetischen Strahlung:

(Gleichung 2) E =hXf

Die Energie E ist gleich dem Planck’schen Wirkungsquantum % (6,626*107* J*s) multipliziert
mit der Frequenz f der elektromagnetischen Strahlung. Uber die Anderung der Anregungsfre-
quenz kann demnach die Menge der zugefiihrten Energie variiert werden. Eine weitere Moglich-
keit besteht darin, die Anregungsfrequenz konstant zu lassen und die Stirke des d@uBBeren Magnet-

feldes zu verindern [92].

Wenn die zugegebene Energie genau der Energiedifferenz zwischen energiedrmeren und ener-
giereicherem Zustand entspricht, absorbieren die Atomkerne die Energie, werden angeregt und
nehmen den energiereicheren Zustand an. Dieser Fall wird als Resonanz bezeichnet und ist
messbar. Die Resonanzfrequenzen der einzelnen 'H-Atome eines Molekiils héingen beispielswei-

se von der chemischen Umgebung der einzelnen Atomkerne ab. AuBlerdem konnen durch die
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Nihe von benachbarten 'H-Atomen Wechselwirkungen (Spin-Spin-Kopplung) untereinander
auftreten. Ein NMR-Spektrum wird hauptsédchlich durch zwei Groflen charakterisiert: Einerseits
durch die chemische Verschiebung o als ein Mal fiir die Resonanzverschiebung des Atomkerns
gegeniiber dem Standard. Andererseits durch die Spin-Spin-Kopplung, die zu Dubletts, Tripletts
und Quartetts in einem NMR-Spektrum fithren kann und die Wechselwirkung benachbarter
Kernspins beschreibt. Kopplungen kdnnen mit der (n+1)-Regel vorhergesagt werden. Wenn ein
'"H-Kern zum Beispiel eine bestimmte Anzahl n '"H-Nachbarn aufweist, erhilt man ein in n+1
Signale aufgeteiltes NMR-Signal. Ein Mal fiir die Aufspaltung eines NMR-Signals ist die Kopp-
lungskonstante J, die in Hertz (Hz) angegeben wird [14,92].

In dieser Arbeit wurden 'H-, °C- und 19F—NMR—Spektroskopien verwendet, um den Erfolg der
Synthese von FUAc aus 5-FU nachzuweisen. Die Messung wurde an einem DMX400 von Bru-
ker (Rheinstetten, Deutschland) durchgefiihrt. Als Losungsmittel wurde deuteriertes DMSO
(DMSO-dg) genutzt. Fiir die Messungen wurden 5 - 10 mg des Reaktionsproduktes in ein NMR-
Rohrchen (Norell, ST550-7) iiberfiihrt und anschlieBend 600 uL. DMSO-dg als Losungsmittel
hinzugegeben. Die Probe wurde verschlossen und leicht geschwenkt, bis sich die Substanz voll-
standig gelost hatte. AnschlieBend erfolgte die Messung. Alle chemischen Verschiebungen ¢

sind in parts per million (ppm) angegeben und beziehen sich auf den Peak von DMSO-db.

2.2.6 Matrix-assisted Laser-Desorption/lonisation — Time-of-Flight (MALDI-ToF)’

Das MALDI-ToF ist eine Art der Massenspektrometrie, die in dieser Arbeit genutzt wurde, um
einerseits den Syntheseerfolg von FUAc-BSA zu kontrollieren und andererseits um zu quantifi-
zieren, wie viele Molekiile FUAc je BSA Molekiil kovalent gebunden wurden. Beim MALDI-
ToF werden die zu messenden Agenzien ionisiert und aufgrund ihres Masse-Ladungs-

Verhiltnisses (m/z) im elektrischen Feld voneinander getrennt und gemessen [93].

Das Prinzip funktioniert folgendermafBlen: Die zu messende Probe (BSA bzw. FUAc-BSA,
¢ =1 mg/mL, gelost in HO) wird in einem sogenannten Probe-/Matrix-Komplex auf dem Pro-
bentridger aufgebracht und kristallisiert. Die Matrix bestand bei den Messungen dieser Arbeit aus
2’,6’-Dihydroxyacetophenon (DHAP). AnschlieBend wird der Probe-/Matrix-Komplex mit ei-
nem Laser beschossen (siehe Abbildung 9) [94].

° Die Messungen wurden mit der Hilfe von Felix Wojcik, AG Hartmann, Max-Planck-Institut fiir Kolloid- und

Grenzflichenforschung, Golm, durchgefiihrt.
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Abbildung 9: Ubersicht von dem MALDI-ToF-Aufbau. Linker Teil der Abbildung: Schwere Molekiile (groBe
rote Kreise) erreichen den Detektor aufgrund der groBeren Masse spiter als kleine, leichte Molekiile (kleine rote
bzw. blaue Kreise). Rechter Teil der Abbildung: Dargestellt ist ein vergroBerter Ausschnitt aus dem Bereich, wo das
elektrische Feld anliegt. Ein Probe-/Matrix-Komplex ist auf dem Probentriger fixiert, wird durch Laserimpulse

ionisiert und in Richtung des Detektors beschleunigt. Modifiziert nach [95].

Die Energie des Laserimpulses wird so gewdhlt, dass einzelne Molekiile der Probe ionisieren
und aus dem Probe-/Matrix-Komplex herausgelost werden. Wegen der Ionisation durch den La-
ser entstehen Kationen der Probe-Molekiile, die mit Hilfe eines elektrischen Feldes zum Detektor

hin beschleunigt werden.

Dabei werden die Kationen des Probe-/Matrix-Komplexes in Abhéngigkeit von ihrer Masse auf-
getrennt. Bei einer einfach positiven Ladung werden jene Molekiile in einem konstanten elektri-
schen Feld stirker beschleunigt, die eine geringere Masse besitzen. Die Molekiile hingegen, die
eine grofle Masse aufweisen, erfahren eine geringere Beschleunigung im elektrischen Feld. Dar-
aus folgt, dass Molekiile mit geringer Masse eine hohere Geschwindigkeit erreichen als Molekii-
le groBer Masse. Da sowohl leichte als auch schwere Molekiile in dem feldfreien Bereich, der
sich an das elektrische Feld anschlief3t, die identische Streckenldnge zuriicklegen miissen, errei-
chen leichte Molekiile den Detektor frither als die Molekiile groer Masse. Demnach werden
unterschiedliche Flugzeiten (Time-of-Flight) benotigt [93,94]. Der Detektor ist in der Lage, die
geringen Unterschiede in den Flugzeiten zwischen zwei Molekiilen festzustellen und mit einem

Standard zu vergleichen. Die Signale werden von einem Computer umgerechnet und in einem
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Diagramm aufgetragen. Auf der y-Achse wird die Signalintensitéit abgebildet, auf der x-Achse
wird das Masse-Ladungs-Verhiltnis aufgetragen. Bei einer einfachen Ionisation ldsst sich direkt
die Masse eines Molekiils ablesen [93,94]. Insbesondere wenn eine einzelne Substanz gemessen

wird, erweist sich das Verfahren als sehr einfach, um die Masse festzustellen.

Die MALDI-ToF-Spektren wurden mit dem Gerédt Autoflex Speed von Bruker (Rheinstetten,

Deutschland) aufgenommen.

2.2.7 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Die Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) erlaubt eine hohere optische Auflosung als
konventionelle Durchlichtmikroskope [14]. Der schematische Aufbau ist in Abbildung 10 darge-
stellt.

Detektor

Pinhole in

konfokaler Ebene

Laserlichtquelle

Hauptfarbteiler

Scanspiegel
Objektiv

Praparat

Fokusebene [SEETEEE

Abbildung 10: Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM). Schematische Darstellung von dem Strahlen-
gang des CLSM [96].

Als Lichtquelle dient beim CLSM das emittierte Licht eines Lasers. Der Laserstrahl passiert zu-
nichst einen dichroitischen Hauptfarbteiler und wird mit Hilfe eines Objektivs in einer bestimm-

ten Ebene des Priparates, der sogenannten Fokusebene, in einem Punkt gebiindelt. Das vom Pri-
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parat reflektierte Licht durchlduft dieselbe Optik riickwirts und trifft auf eine Lochblende, die
sich zur Fokusebene des Priparates konfokal verhilt. Das bedeutet, dass nur Licht aus der Fo-
kusebene in der Lage ist, die Lochblende zu passieren und zum Photomultiplier zu gelangen.
Daraus folgt die hohere Kontrastschiarfe des CLSM im Vergleich zum konventionellen Durch-

lichtmikroskop.

Ein einzelner, abgetasteter Punkt stellt lediglich einen Teilbereich des gesamten Priparates dar.
Um ein vollstiandiges Priparatbild zu erhalten, wird das gesamte Pridparat spalten- und zeilenwei-
se mit vielen Einzelpunkten ausgelesen. Die Einzelpunkte werden im Computer verrechnet und
ergeben letztendlich das vollstindige, mikroskopische Bild. Dreidimensionale Abbildungen sind
moglich, wenn die Fokusebene eines Priparates schrittweise verschoben wird. Fluoreszenzmar-
kierte Stoffe konnen ebenfalls mit Hilfe des CLSM sichtbar gemacht werden. Dafiir stehen Laser
im Wellenlidngenbereich von A = 351 - 633 nm zur Verfiigung [96-98].

Fiir die Arbeit wurde ein CLSM 510 Meta (Carl Zeiss AG, Deutschland) verwendet. Es diente
der mikroskopischen Aufnahme von sogenannten Z-Stacks der Zelllinien MDA-MB-231 und
T-47D. Die folgende Abbildung 11 veranschaulicht die Entstehung der CLSM-Bilder.

Abbildung 11: Entstehung der orthogonalen CLSM-Bilder. Die orangenen gewundenen Pfeile reprisentieren
den optischen Pfad der Lichtquelle. (A): Die gelbe Kugel innerhalb des Wiirfels wird durch eine verschiebbare x-y-
Ebene entlang der z-Achse geschnitten (Z-Stack). Die Projektion des Schnittes ist auf der oberen Ebene des Wiirfels
zu sehen. (B): Schnitt durch die x-z-Ebene mit Projektion auf die Oberfldche. (C): Schnitt durch die y-z-Ebene mit
Projektion auf die Oberfldche. (D): Alle Projektionen werden in einem Wiirfel zusammengefasst. Die x-z-Ebene und
die y-z-Ebene werden auf eine Hohe mit der x-y-Ebene hochgeklappt. (E): Schematische Darstellung des abschlie-
Benden, orthogonalen CLSM-Bildes.
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Die Zellen wurden in einer Dichte von 10.000 Zellen/Well in u-Slide 8-well-Platten ausgesiit,
anschlieend 200 pL. Medium zugegeben, das 300 uM eines BSA/FITC-BSA (9:1)-Gemisches
(Fluoresceinisothiocyanat-BSA) enthielt, und fiir 72 h unter Zellkulturbedingungen inkubiert.
Das FITC-BSA fluoresziert, nachdem es mit einem Laser bei A = 488 nm Wellenlidnge angeregt
wurde. Mit Hilfe des Fluoreszenzsignals wird erkennbar, ob es in bestimmten Bereichen der

Zellen, z.B. im intrazelluldren Raum, akkumuliert oder ob es keine Anreicherung gibt.

2.2.8 Verwendete Software und statistische Tests

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde das Programm GraphPad Prism® 6.0 ver-
wendet [99]. Die Berechnung von statistischen Signifikanzen erfolgte mittels eines zweiseitigen
nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests fiir unabhingige, nicht-normalverteilte Stichpro-
ben. Bei einem Signifikanzniveau (p) von p < 0,01 wurden zwei Verteilungen als signifikant
unterschiedlich angenommen. Zusitzlich wurde die inhibitorische Konzentration 50 berech-
net (ICsp), die angibt, welche Wirkstoffkonzentration nétig ist, um die Proliferation von Tumor-

zellen um 50 % im Vergleich zur Wachstumskontrolle zu inhibieren [100].

AuBerdem wurde folgende Software verwendet: Adobe Illustrator CS3®, Microsoft Word 2010,
Microsoft Excel 2010, Mendeley Desktop, Zeiss LSM Image Browser und MDL
ISIS™/Draw 2.5.
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3 Ergebnisse

Zu Beginn der Ergebnisdarstellung wird die erfolgreiche Umsetzung von 5-FU zu FUACc (siehe
Abschnitt 2.2.1.1) gezeigt. Als Nachweismethode wurde die NMR-Spektroskopie (siche Ab-
schnitt 2.2.5) gewdhlt. Anschliefend wird auf die Resultate der MALDI-ToF-Messung (siche
Abschnitt 3.2) eingegangen, die die erfolgreiche Synthese von FUAc-BSA aus FUACc bestitigen.

In der Folge wird die konzentrationsabhingige und zeitabhéingige biologische Wirkung von
FUAc und FUAc-BSA sowie von BSA und 5-FU auf die Tumorzelllinien MDA-MB-231 und
T-47D (siehe Abschnitt 2.1.3) beschrieben. Fiir die Charakterisierung wurden der MTT-Test
(siehe Abschnitt 2.2.3) und die Zellzdhlung nach Trypanblaufirbung (siehe Abschnitt 2.2.4)
verwendet. AbschlieBend werden die CLSM-Bilder ausgewertet, die die Aufnahme von

FITC-BSA in die Zellen der Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D zeigen.

3.1 NMR-Spektroskopie von FUAc synthetisiert aus 5-FU

An die Ausgangssubstanz 5-FU sollte Essigsdure gekoppelt werden, die eine freie
Carboxylgruppe aufweist und der spiteren Ankopplung von BSA an das Reaktionsprodukt
FUACc dient (siehe Abschnitt 2.2.1.1 und Abbildung 5) [79].

Um den Syntheseerfolg der Reaktion zu iiberpriifen, wurde das Reaktionsprodukt mittels
'H-NMR-Spektroskopie, mittels '*C-NMR-Spektroskopie und mit '*F-NMR-Spektroskopie
untersucht. Ein 'H-NMR-Spektrum von FUAc ist in Abbildung 12 dargestellt, das Resultat der
BC-NMR-Spektroskopie zeigt Abbildung 13. Die Ergebnisse der '’F-NMR-Spektroskopie sind
in Abbildung 34 (sieche Anhang) veranschaulicht.

3.1.1 'H-NMR-Spektroskopie

In der "H-NMR-Spektroskopie des FUAc sind folgende Peaks erkennbar (siehe Abbildung 12).

Es ist ein Singulett mit einer Signalintensitit von 1,0 bei 13,23 ppm feststellbar, das der
Carboxylgruppe (C*-0-0-H) zugeordnet wird. Die Signalintensitidt des Peaks deutet auf die
Anwesenheit eines einzelnen H-Atoms hin. Die chemische Verschiebung von 13,23 ppm lésst
starke elektronegative Atome in der Umgebung des H-Atoms vermuten, wodurch eine

Tieffeldverschiebung resultiert. Die zwei O-Atome verfiigen jeweils iiber eine Elektronegativitét
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von 3,4 [92] und verursachen so die relativ groe chemische Verschiebung mit hoher

Wahrscheinlichkeit.
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Abbildung 12: "H-NMR-Spektrum von FUAc in DMSO-d,. Auf der x-Achse ist die chemische Verschiebung
0 [ppm] aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Signalintensitét [a.u.] abgebildet. Die Signale sind den jeweiligen
chemischen Gruppen des FUAc-Molekiils zugeordnet, die ein H-Atom beinhalten. Die griinen Zahlen unter den
Signalen und die senkrecht dariiber befindlichen griinen Integrale geben den Flidcheninhalt unter den Signalen an.
Der Flicheninhalt eines Signals verhilt sich proportional zur Anzahl der H-Atome der jeweiligen chemischen
Gruppe. Die blauen Zahlen am oberen Rand der Abbildung geben den Wert fiir die chemische Verschiebung &
[ppm] wieder. Fiir das N*-H-, das C°-H- und das C'-H,-Signal sind auBierdem VergroBerungen dargestellt. Die
orange- und pinkfarbigen Buchstaben C, O, N und H zeigen die Zuordnung des Peaks zur jeweiligen Gruppe des

FUAc-Molekiils (siche Abbildung 5).

Des Weiteren wurde ein Dublett bei 11,93 ppm und 11,91 ppm mit einer Signalintensitét
von 1,05 gefunden, was auf ein einzelnes H-Atom hindeutet, das eine starke chemische Ver-
schiebung erfdhrt. Es miissen sich stark elektronenziehende Atome in der Umgebung befinden.
Deshalb handelt es sich mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit um das N3—H, dessen direkte Nach-
barn zwei elektronenziehende C=0O-Gruppen (am C* und am C*) sind. AuBerdem verfiigt das
Fluor-Atom (am C°) ebenfalls iiber eine starke elektronenziehende Wirkung und triigt so zur

Tieffeldverschiebung bei. Die Aufspaltung in ein Dublett resultiert durch das Fluor-Atom, da es
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sich in der sogenannten J4-cis-Position (J4-Kopplungskonstante: 5,1 Hz) befindet und so das N°-

H-Signal beeinflusst.

AuBerdem zeigte sich ein Dublett bei 8,09 ppm und 8,07 ppm. Die GréBe der chemischen Ver-
schiebung spricht fiir eine elektronenziehende Gruppe in der unmittelbaren Umgebung. Auller-
dem ist das Signal in ein Dublett aufgespalten. Die Kopplungskonstante J3 betrdgt 6,8 Hz und ist
damit groBer als die Js-Kopplungskonstante des vorherigen Dubletts (11,93 ppm und
11,91 ppm). Das weist auf ein H-Atom oder ein Fluor-Atom in J3-Position als nidheren Nachbar
hin. Die Signalintensitit (1,06) symbolisiert die Anwesenheit von einem einzelnen H-Atom.

Aufgrund dieser Ergebnisse wird das Signal dem C°-H zugeschrieben.

Das Singulett bei 4,36 ppm besitzt eine Signalintensitit mit einem Wert von 2,14 und ist damit
ca. doppelt so grofl wie die vorherigen Signalintensitdten. Deshalb miissen zwei H-Atome vor-
liegen, die auf das Signal einwirken. Die chemische Verschiebung kommt entweder durch einen
schwach elektronenziehenden Nachbarn zustande oder stellt eine Mischung aus stark elektronen-
ziehenden Nachbarn und stark elektronenschiebenden Nachbarn dar, die sich gegenseitig in ihrer
Wirkung hemmen. Es handelt sich deshalb um das C17—H2, das zwei H-Atome besitzt und mit
dem N' auf der einen Seite einen elektronenschiebenden und mit der Carboxylgruppe

(Cz‘—O—O—H), auf der Gegenseite, einen elektronenziehenden Nachbarn besitzt.

Das Signal des Singuletts bei ca. 3,3 — 3,4 ppm entsteht durch Restwasser in der Probe und das
Singulett bei ca. 2,5 ppm chemischer Verschiebung wird dem Losungsmittel DMSO-ds zugeord-

net.

3.1.2 C-NMR-Spektroskopie

Um den Syntheseerfolg der Umwandlung von 5-FU zu FUAc zu bestitigen, wurde dariiber hin-
aus eine *C-NMR-Spektroskopie von FUAc durchgefiihrt (siche Abbildung 13). Die Priiparation
der FUAc-Probe erfolgte simultan zu der oben beschriebenen fiir die '"H-NMR-Spektroskopie.

Die Ergebnisse spiegeln die erfolgreiche Synthese von FUAc aus 5-FU wider. Die einzelnen

Peaks aus Abbildung 13 sind den C-Atomen von FUAc zugeordnet (siche Abbildung 5).
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Abbildung 13: “C-NMR-Spektrum von FUAc in DMSO-ds. Auf der x-Achse ist die chemische Verschie-
bung & [ppm] aufgetragen, die y-Achse zeigt die Signalintensitit [a.u.]. Die roten Buchstabe-Zahl-Kombinationen
geben die Zuordnung des jeweiligen Peaks zum C-Atom im FUAc-Molekiil an. Die blauen Zahlen sind die Mess-

werte der chemischen Verschiebung.

Insgesamt sind sechs Signale (drei Singuletts und drei Dubletts) dargestellt, wovon C', C* und
Cc? Singuletts und C4, C° und C® Dubletts sind. Demnach sind sechs C-Atome in dem Molekiil

vorhanden, wie es fiir FUAc (C¢HsFN,O,4) erwartet wurde.

Das Fluoratom an C’-Position besitzt eine starke Elektronegativitit und als Folge davon eine
grof3e elektronenziehende Wirkung [92]. Dadurch werden sogenannte C-F-Kopplungen hervor-
gerufen, was an den Dubletts bei dem *C-Spektrum erkennbar ist. Bei dem Dublett (140,60 ppm
und 138,33 ppm) handelt es sich um eine J;-Kopplung (siehe Abschnitt 2.2.5), die durch die di-
rekte Nachbarschaft eines Kohlenstoffatoms zum Fluoratom hervorgerufen wird. Die weiteren
zwei Dubletts entsprechen J,-Kopplungen. Sie entstehen, da das substituierte Fluoratom eben-

falls am C*- bzw. am C°-Ringatom elektronenziehenden Einfluss ausiibt.

Die Ergebnisse der 'H-NMR-Spektroskopie und der '*C-NMR-Spektroskopie zeigen, dass die
Synthese von FUAc aus 5-FU erfolgreich verlaufen ist. Aus 1,73 g (13,3 mmol) 5-FU wurden
0,745 g (3,96 mmol) FUACc hergestellt. Das entspricht einer Ausbeute von ca. 30 %.
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3.2 MALDI-ToF-Messung von FUAc-BSA synthetisiert aus FUAc

Im néchsten Schritt wurde das synthetisierte FUAc mittels einer Carbodiimid-Kopplung kovalent

an BSA gebunden (siehe Abschnitt 2.2.1.2 und Abbildung 6).

Um den Erfolg der Synthese zu iiberpriifen und die Menge an gebundenem FUAc zu quantifizie-
ren, wurde eine Massenspektrometrie, genauer eine MALDI-ToF-Messung, von dem Reaktions-

produkt vorgenommen.

Die Abbildung 14 zeigt das Ergebnis der MALDI-ToF-Messung fiir die Negativkontrolle BSA:
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Abbildung 14: MALDI-ToF-Messung von BSA. Auf der x-Achse ist das Masse-Ladungs-Verhiltnis [m/z] aufge-

tragen. Die y-Achse zeigt die Signalintensitit [a.u.].

In der Abbildung sind drei Peaks erkennbar, wobei der Peak bei 66.306,15 m/z als [BSA + H]"
zugeordnet wird, da der Hersteller eine Molekiilmasse von 66.430 Da fiir BSA angibt [101]. Die
mittels MALDI-ToF ermittelte Molekiilmasse von BSA betrigt demnach 66.306 Da. Woher die
anderen beiden Peaks bei 44.282,52 m/z und bei 33.134,45 m/z stammen konnten, wird in der
Diskussion in Abschnitt 4.1.2.1 betrachtet.
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Im Vergleich dazu ist in Abbildung 15 das Resultat der Massenspektrometrie fiir FUAc-BSA
dargestellt:
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Abbildung 15: MALDI-ToF-Messung fiir FUAc-BSA. Auf der x-Achse: Masse-Ladungs-Verhiltnis [m/z]. Auf

der y-Achse: Signalintensitit [a.u.].

In der Darstellung sind ebenfalls drei Peaks feststellbar. Der Peak bei 68.508,08 m/z wird als
[FUAc-BSA + H]" zugeordnet. Die Molekiilmasse von FUAc-BSA betriigt folglich 68.508 Da.
Wie die Peaks bei 45.574,12 m/z und bei 34.145,37 m/z entstanden sein konnten, wird ausfiihrli-

cher in der Diskussion in Abschnitt 4.1.2.2 erortert.

Die folgende Abbildung 16 veranschaulicht die Ergebnisse der MALDI-ToF-Messungen in einer

direkten Gegeniiberstellung:
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Abbildung 16: Vergleich der MALDI-ToF-Ergebnisse von BSA und FUAc-BSA. VergroBerte Darstellung der
beiden Peaks im Bereich des Masse-Ladungs-Verhiltnisses von 64.000 bis 72.000 m/z sowohl fiir BSA (=) als
auch fiir FUAc-BSA (===). Auf der x-Achse ist das Masse-Ladungs-Verhiltnis [m/z] aufgetragen, auf der y-Achse

wird die Signalintensitét [a.u.] dargestellt.

Bei beiden Messungen handelt es sich um BSA-Molekiile, wobei bei dem FUAc-BSA zusitzlich
FUACc kovalent an das Molekiil BSA gebunden wurde. Die rote Kurve des FUAc-BSA zeigt ei-
nen Peak, der sich in seiner Position auf der x-Achse deutlich von dem des BSA unterscheidet.
Die Rechtsverschiebung bedeutet, dass sich das Masse-Ladungs-Verhiltnis erhoht hat, d.h.
[FUAc-BSA + H]" besitzt eine groBere Masse als [BSA + H]".

Zunichst wurde die Differenz zwischen [FUAc-BSA + H]" und [BSA + H]" gebildet:
68.508,08 Da — 66.306,15 Da = 2.201,93 Da

Das FUAc-BSA-Molekiil besitzt folglich eine um ca. 2.200 Da groB3ere Molekiilmasse als ein
reines BSA-Molekiil. Ein einzelnes FUAc-Molekiil verfiigt tiber ein Molekulargewicht von

188,1 Da. Dividiert man beide Werte durcheinander, erhilt man folgendes Ergebnis:
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2.201,93 Da

Da
FUAc — Molekil

= 11,7 = 12 FUAc — Molekiile

188,1

Daraus folgt, dass pro BSA-Molekiil durchschnittlich zwischen 11 - 12 Molekiile FUAc kovalent

gebunden wurden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kopplung von FUAc an BSA erfolgreich verlaufen ist. Aus
900 mg (0,0135 mmol) BSA wurden 873,3 mg (0,0127 mmol) FUAc-BSA synthetisiert. Das

entspricht einer Ausbeute von ca. 94 %.

3.3 Zellkulturversuche

Um die Wirkung von den verschiedenen Substanzen 5-FU, FUAc, FUAc-BSA und BSA auf die
Zelllinien zu charakterisieren, wurde der MTT-Test (siche Abschnitt 2.2.3) sowie die Zellzih-

lung nach Trypanblaufarbung (siehe Abschnitt 2.2.4) verwendet. Im Folgenden werden die Er-
gebnisse fiir die Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D dargestellt.

3.3.1 Zelllinie MDA-MB-231

3.3.1.1 MTT-Tests

Die Abbildung 17 bis Abbildung 20 und die Tabelle 13 bis Tabelle 16 (sieche Anhang) zeigen die
Resultate des MTT-Tests fiir die Zelllinie MDA-MB-231. Daran anschlieBend, in Abbildung 21,
werden die Ergebnisse in Form eines Kurvendiagramms dargestellt, um den Einfluss der Wirk-
stoffe im zeitlichen Verlauf zu veranschaulichen. Zuletzt wurden die Resultate des MTT-Tests

verwendet, um ICsp-Werte zu berechnen (Tabelle 7).

Fiir alle Darstellungen wurde die gleiche Skalierung verwendet, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu den vier Messzeitpunkten zu erleichtern. Da die 24 h-Werte (sieche Abbildung 17

und Tabelle 13) sehr stark streuen, liegen einige Werte au3erhalb des Darstellungsbereiches.
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Nach 24 h zeigt 5-FU bei einer Wirkstoffkonzentration von 100 uM eine statistisch signifikante
Inhibition der Zellproliferation gegeniiber der CTL, wihrend bei 300 uM und 500 uM keine sig-
nifikanten Unterschiede festgestellt werden konnen. FUAc-BSA zeigt bei 100 uM, wie 5-FU,
eine signifikante Wachstumshemmung, fiir Wirkstoffkonzentrationen von 300 uM und 500 uM
ist die Hemmung der Zellteilung im Vergleich zur Wachstumskontrolle hochsignifikant. In der
Gegeniiberstellung zu 5-FU ist erkennbar, dass FUAc-BSA bei 300 puM und 500 uM signifikant

starker zytostatisch wirkt als 5-FU.
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Abbildung 17: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie MDA-MB-231 nach 24 h. Auf der x-Achse sind links die CTL
(N = 12) und auerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 15) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die
einzelnen Wirkstoffkonzentrationen (100 pM, 300 pM, 500 uM) sind durch eine durchgezogene Linie optisch von-

einander getrennt. * 2 signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,01) gegeniiber der CTL.

Reines FUAc besitzt offenbar keinen Effekt auf das Zellwachstum bei 100 uM und scheint
proliferationsfordernd in den Konzentrationen 300 uM und 500 uM gegeniiber der CTL zu wir-
ken. Vergleicht man FUAc und FUAc-BSA bei identischen Wirkstoffkonzentrationen miteinan-
der, wird die signifikant stirkere Wirksamkeit von FUAc-BSA deutlich (p-Werte: 100 uM:
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0,0068; 300 uM: <0,0001; 500 uM: <0,0001). Reines BSA bewirkt in allen Wirkstoffkonzentra-

tionen eine hochsignifikante Proliferationsforderung gegeniiber der CTL.

Nach 48 h, 72 h und 96 h zeigt 5-FU bei allen drei Wirkstoffkonzentrationen eine hochsignifi-
kante Inhibition des Zellwachstums gegeniiber der CTL. Auf die Ergebnisse wird in der Folge
lediglich Bezug genommen, um mogliche Vergleiche zu den anderen Wirkstoffen anzustellen.
FUAc-BSA bewirkt ebenfalls eine hochsignifikante Verminderung der Tumorzellproliferation.
In der Gegeniiberstellung von 5-FU und FUAc-BSA wird ersichtlich, dass 100 uM 5-FU signifi-
kant zytostatischer wirkt als 500 uM FUAc-BSA.
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Abbildung 18: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie MDA-MB-231 nach 48 h. Auf der x-Achse sind links die CTL
(N = 16) und auBerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 20) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die
einzelnen Wirkstoffkonzentrationen (100 pM, 300 pM, 500 uM) sind durch eine durchgezogene Linie optisch von-

einander getrennt. * £ signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,01) gegeniiber der CTL.

Reines FUAc zeigt bei 100 uM und bei 500 uM keinen statistisch messbaren Einfluss auf das
Zellwachstum im Vergleich zur CTL. Lediglich bei 300 uM ist eine schwache Wachstumsinhibi-
tion gegeniiber der Wachstumskontrolle erkennbar. FUAc-BSA ist bei identischer Wirkstoffkon-
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zentration vergleichsweise stirker wirksam als reines FUAc. Fiir BSA sind gegeniiber der CTL

keine signifikanten Unterschiede feststellbar.

Nach 72 h bewirkt FUAc-BSA bei allen drei Wirkstoffkonzentrationen eine signifikante Inhibi-
tion der Tumorzellproliferation gegeniiber der Wachstumskontrolle. Zwischen 100 uM
FUAc-BSA und 500 uM FUAc-BSA ist ein statistisch signifikanter Unterschied nachweisbar.
5-FU weist im Vergleich zu allen FUAc-BSA-Konzentrationen eine signifikant stirkere Wirk-

samkeit auf.
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Abbildung 19: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie MDA-MB-231 nach 72 h. Auf der x-Achse sind links die CTL
(N = 16) und auerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 20) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die
einzelnen Wirkstoffkonzentrationen (100 pM, 300 pM, 500 uM) sind durch eine durchgezogene Linie optisch von-

einander getrennt. * £ signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,01) gegeniiber der CTL.

Reines FUACc besitzt bei 100 uM anscheinend keinen zytostatischen Effekt auf das Wachstum
der Zellen. Bei einer Gabe von 300 uM und 500 uM wird jedoch die hochsignifikante Wirksam-
keit von FUAc im Vergleich zur CTL deutlich. In der Gegeniiberstellung der MTT-Ergebnisse
bei identischen Wirkstoffkonzentrationen von FUAc und FUAc-BSA verfiigt FUAc-BSA iiber
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einen stets groferen, statistisch signifikanten Effekt auf die Wachstumshemmung. Reines BSA

besitzt keinen nachweisbaren Einfluss auf die Teilung der Zellen.

Nach 96 h bewirkt FUAc-BSA weiterhin eine hochsignifikante Proliferationsinhibition bei den

Tumorzellen. In der Gegeniiberstellung zu 5-FU zeigt sich erneut ein schwicherer Effekt seitens

FUAc-BSA.
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Abbildung 20: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie MDA-MB-231 nach 96 h. Auf der x-Achse sind links die CTL
(N = 16) und auBerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 20) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die
einzelnen Wirkstoffkonzentrationen (100 uM, 300 uM, 500 uM) sind durch eine durchgezogene Linie optisch von-
einander getrennt. * £ signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,01) gegeniiber der CTL.

Reines FUACc verfiigt bei 100 uM offenbar iiber einen schwachen Einfluss auf das Zellwachstum
im Vergleich zur CTL. Dieser Effekt verstarkt sich mit steigender Wirkstoffkonzentration. Bei
100 uM  Wirkstoffkonzentration —wirkt FUAc-BSA  signifikant stirker als FUAc
(p-Wert =0,0011). Bei 300 uM sind die beiden Wirkstoffe weitestgehend identisch wirksam
(p-Wert = 0,0158) und bei 500 uM verfiigt reines FUAc iiber einen groBeren zytostatischen Ein-
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fluss auf die Zellproliferation (p-Wert < 0,0001) als FUAc-BSA. Reines BSA bewirkt bei allen

Wirkstoffkonzentrationen keine Proliferationsinderung im Vergleich zur CTL.

3.3.1.2 Zeitlicher Verlauf des Tumorzellwachstums

Die folgende Abbildung 21 stellt die Ergebnisse des MTT-Tests bei Gabe von 5-FU, FUAc,
FUAc-BSA und BSA fiir die Zelllinie MDA-MB-231 im zeitlichen Verlauf dar.

Relatives Zellwachstum [%] >
Relatives Zellwachstum [%] w

Zeit [h]

Zeit [h]

Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf des Tumorzellwachstums der Zelllinie MDA-MB-231. Dargestellt sind die
Resultate unter Einfluss von FUAc (A), FUAc-BSA (B) und BSA (C) im Vergleich zu 5-FU. Gezeigt sind der Me-
dian und die zugehorige obere bzw. untere quartile Abweichung der Ergebnisse des MTT-Tests. Legende:
0 100 uM 5-FU, --@-- 300 uM 5-FU, —&— 500 uM 5-FU, O+ 100 uM FUAc, --@-- 300 uM FUACc,
—&— 500 uM FUAc, B+ 100 uM FUAc-BSA, --@-- 300 uM FUAc-BSA, —&— 500 uM FUAc-BSA,
0 100 uM BSA, =@+ 300 uM BSA, —&— 500 uM BSA.

Das Referenz-Zytostatikum 5-FU bewirkt nach 24 h eine schwache Proliferationshemmung, die

im weiteren Verlauf zunimmt und nach 96 h ihr Maximum erreicht. Ein scheinbar wachstums-
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fordernder Effekt von FUAc, der nach 24 h feststellbar ist, kehrt sich im Beobachtungszeitraum
zu einer zytostatischen Wirkung um und erreicht ihr Maximum nach 96 h. FUAc-BSA ist 5-FU
nach 24 h ebenbiirtig, jedoch nach 48 h in seinem zytostatischen Einfluss unterlegen. Das
Wachstum der MDA-MB-231-Zellen zeigt nach 72 h und 96 h unter dem Einfluss von FUAc-
BSA im Vergleich zur CTL eine geringfiigige Erholung. Fiir reines BSA wird nach 24 h eine

starke Forderung der Zellproliferation ersichtlich.

Nach 48 h und im weiteren Verlauf zeigt sich kein signifikanter Einfluss des BSA auf die Zell-

proliferation im Vergleich zur Wachstumskontrolle.

3.3.1.3 ICso-Werte

Die berechneten 1Csp-Werte, dargestellt in Tabelle 7, wurden aus den Ergebnissen des MTT-
Tests fiir die Zelllinie MDA-MB-231 gewonnen. Der niedrigste ICso-Wert ergab sich fiir 5-FU.
Mit steigender Konzentration folgen FUAc-BSA und reines FUAc. Die Vertrauensintervalle der
beiden Substanzen iiberschneiden sich in einem Bereich von 502,5 — 698,7 uM. Fiir reines BSA

konnte keine ICso-Konzentration berechnet werden.

Tabelle 7: Berechnete 1Cs)-Werte bei der Zelllinie MDA-MB-231. Dargestellt sind die Werte fiir 5-FU, FUAc,

FUACc-BSA und reines BSA. Die Zahlen in den Klammern représentieren das 95 %-Vertrauensintervall.

1Cso-Werte Wirkstoffe
nach 72 h
5-FU [uM] FUAc [uM] FUAc-BSA [uM] BSA [uM]
Zelllinie MDA - 1,324 651,5 407,8
MB-231 (0,07 - 24,52) (502,5 - 844.,7) (238,1 - 698,7) -

3.3.1.4 Zellzdhlung nach Trypanblaufirbung

Die folgende Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse der Zellzihlung nach Trypanblaufirbung. Die
Resultate der Zellzdhlung werden denen des MTT-Tests gegeniiber gestellt und verglichen.

Bei der Gabe von 300 uM BSA ist ein zytostatischer Einfluss, 74,9 % Zellwachstum im Ver-
gleich zur CTL, feststellbar. Beim MTT-Test ist scheinbar ein geringfiigig proliferationsférdern-
der Effekt erkennbar (106,2 %). Fiir 300 uM FUACc ist die Differenz (61,1 %) zwischen beiden
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Methoden verursacht durch einen wesentlich geringen Messwert bei der Zellzdhlung (11,2 %) im
Vergleich zum MTT-Test (72,3 %). Fiir FUAc-BSA vermindert sich der prozentual gemessene
Unterschied zwischen beiden Methoden auf 16,4 %. Die Zellzdhlung ergab eine Gesamtzellzahl
von 36,6 %, wihrend der MTT-Test 53,0 % vitale Zellen im Vergleich zur CTL erfasst hat. Der
stiarkste Effekt wurde fiir 300 uM 5-FU festgestellt, das bei der Zellzdhlung die Gesamtzellzahl
auf 2,0 % reduzierte. Im MTT-Test wurde eine Inhibition auf 9,5 % festgestellt.
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Abbildung 22: Methodenvergleich fiir Zelllinie MDA-MB-231. Die Abbildung zeigt einen Vergleich zwischen
den Ergebnissen der Zellzdhlung (N = 6) und denen des MTT-Tests. Auf der x-Achse ist der jeweilige Wirkstoff
(c =300 uM) aufgetragen. Auf der y-Achse ist das relative Zellwachstum in Prozent angegeben. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte und die dazugehorige Standardabweichung. Legende: I Zellzihlung: Gesamtzellzahl,
B Zellzihlung: vitale Zellen, BB Zellzihlung: tote Zellen, BB MTT-Test: vitale Zellen.

Die prozentuale Differenz zwischen beiden Methoden betridgt zwischen 7.5 % fiir 5-FU

und 61,1 % fiir FUAc. Die Menge an avitalen Zellen liegt zwischen 0,0 — 1,5 %.
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3.3.2 Zelllinie T-47D

3.3.2.1 MTT-Test

Die Abbildung 23 bis Abbildung 26 und Tabelle 17 bis Tabelle 20 (sieche Anhang) zeigen die
Resultate des MTT-Tests fiir die Zelllinie T-47D in Form von Boxplots. Im Anhang sind die
zugehorigen Tabellen mit den berechneten p-Werten angeordnet. In Abbildung 27 werden die
Ergebnisse in Form eines Kurvendiagramms dargestellt, um den Einfluss der Wirkstoffe im zeit-
lichen Verlauf zu veranschaulichen. Zuletzt wurden die Resultate des MTT-Tests verwendet, um

IC50-Werte zu berechnen (siehe Tabelle 8).

Nach einem Zeitraum von 24 h bewirkt 5-FU bereits eine statistisch hochsignifikante Inhibition
der Tumorzellen in den drei Wirkstoffkonzentrationen 100 uM, 300 uM und 500 uM. Dieses
Ergebnis setzt sich zu den folgenden Zeitpunkten 48 h, 72 h und 96 h fort. Auf die Ergebnisse
wird deshalb in der Folge lediglich Bezug genommen, um mogliche Vergleiche zu den anderen

Wirkstoffen anzustellen.

Reines FUAc weist nach 24 h anscheinend in allen drei Wirkstoffkonzentrationen keinen signifi-
kant wachstumshemmenden Effekt im Vergleich zur Wachstumskontrolle auf. FUAc-BSA zeigt
zu diesem Zeitpunkt in allen drei Wirkstoffkonzentrationen eine hochsignifikante Hemmung der
Zellproliferation im Vergleich zur CTL. Die Wachstumsinhibition nimmt konzentrationsabhin-
gig zu. Bei einer Gabe von 100 uM verhilt sich FUAc-BSA insignifikant im Vergleich zu
100 uM FUACc (p-Wert =0,019), jedoch besteht gleichzeitig kein signifikanter Unterschied zu
100 uM 5-FU (p-Wert =0,5513). Fiir 300 uM und 500 uM verfiigt FUAc-BSA anscheinend
iiber eine statistisch signifikant stirke Wirkung im Vergleich zu FUAc (p-Werte = 0,0005
bzw. <0,0001). AuBlerdem zeichnet sich bei Betrachtung der Abbildung 23 eine Tendenz ab, die
einen stiarkeren inhibitorischen Effekt seitens FUAc-BSA im Vergleich zu 5-FU bei Gegeniiber-
stellung der jeweiligen Wirkstoffkonzentrationen vermuten lidsst. Die p-Werte lassen allerdings
keine Signifikanz sowohl fiir 300 uM (p-Wert = 0,0586) als auch fiir 500 uM (p-Wert =0,011)
erkennen. Reines BSA zeigt bei allen drei Wirkstoffkonzentrationen keine Signifikanz zu der

Wachstumskontrolle.
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Abbildung 23: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie T-47D nach 24 h. Auf der x-Achse sind links die CTL (N = 16) und
auBlerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 20) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die einzelnen
Wirkstoffkonzentrationen (100 uM, 300 uM, 500 uM) sind durch eine durchgezogene Linie optisch voneinander
getrennt. * £ signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,01) gegeniiber der CTL.

Nach 48 h erbringt reines 100 uM FUAc scheinbar keinen signifikanten Unterschied im Ver-
gleich zur Wachstumskontrolle. Bei Wirkstoffkonzentrationen von 300 uM und 500 uM zeich-
net sich ein inhibitorischer Effekt von FUAc ab, der mit steigender Konzentration zunimmt. Der
Unterschied verhilt sich signifikant zur CTL. FUAc-BSA zeigt in allen Wirkstoffkonzentratio-
nen einen signifikanten wachstumshemmenden Einfluss auf die Tumorzellen verglichen mit der
CTL. Bereits 100 uM FUAc-BSA besitzt offenbar einen hochsignifikant stidrkeren inhibitori-
schen Einfluss als FUAc mit Konzentrationen von 100 uM, 300 uM und 500 uM (jeweiliger
p-Wert <0,0001). In der Gegeniiberstellung zu 5-FU lassen sich fiir FUAc-BSA keine statistisch
signifikanten Differenzen feststellen. Reines BSA besitzt bei 100 uM und 300 uM keinen Ein-
fluss auf die Zellproliferation. Bei der Gabe von 500 uM ist ein geringfiigiger wachstumshem-

mender Einfluss erkennbar (p-Wert = 0,004).
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Abbildung 24: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie T-47D nach 48 h. Auf der x-Achse sind links die CTL (N = 16) und
auBlerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 20) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die einzelnen
Wirkstoffkonzentrationen (100 uM, 300 uM, 500 uM) sind durch eine durchgezogene Linie optisch voneinander
getrennt. * £ signifikanter Unterschied (p < 0,01) gegeniiber der CTL.

Nach 72 h bewirken 100 uM und 300 uM reines FUAc scheinbar keine statistisch signifikante
Inhibition der Zellproliferation in Bezug auf die Wachstumskontrolle. Lediglich 500 uM FUAc
sorgt offenbar fiir eine geringfiigige Wachstumshemmung der Tumorzellen gegeniiber der Kon-
trolle (p-Wert = 0,0011). Interessanterweise weist 300 uM FUAc nach 48 h offenbar noch einen
signifikanten, zytostatischen Effekt auf, der nach 72 h verschwindet. FUAc-BSA bewirkt im
Gegensatz zu reinem FUAc weiterhin bei allen Wirkstoffkonzentrationen eine hochsignifikante
Inhibition der Zellproliferation (p-Wert < 0,0001) gegeniiber der CTL. Grafisch wird zudem eine
konzentrationsabhéngige Zunahme der Wirksamkeit deutlich. Allerdings zeigt FUAc-BSA im
Vergleich zu 5-FU nun in allen Wirkstoffkonzentrationen eine signifikant schwichere Wirkung.
Nach 48 h sind die beiden Wirkstoffe in der konzentrationsabhéngigen Gegeniiberstellung noch

ebenbiirtig. Reines BSA besitzt keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Tumorzellen.
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Abbildung 25: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie T-47D nach 72 h. Auf der x-Achse sind links die CTL (N = 16) und
auBlerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 20) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die einzelnen
Wirkstoffkonzentrationen (100 pM, 300 uM, 500 uM) sind durch eine gepunktete Linie optisch voneinander ge-
trennt. * £ signifikanter Unterschied (p < 0,01) gegeniiber der CTL.

Nach einem Zeitraum von 96 h verfiigt 100 uM FUACc offenbar weiterhin keinen statistisch sig-
nifikanten Einfluss auf die Zellproliferation, wihrend 300 uM FUAc (p-Wert = 0,0054) und
500 uM FUAc (p-Wert <0,0001) scheinbar eine konzentrationsabhingige Wirkzunahme erken-
nen lassen. FUAc-BSA wirkt bei 100 uM, 300 uM und 500 uM weiterhin hochsignifikant anti-
proliferativ im Vergleich zur CTL. Die Effekte steigen konzentrationsabhiingig. Im Vergleich zu
FUACc verhilt sich anscheinend bereits 100 uM FUAc-BSA gegeniiber 500 uM FUAc hochsigni-
fikant (p-Wert <0,0001). Bei einer Betrachtung zwischen 100 uM 5-FU und 100 uM FUAc-BSA
zeigt sich die stiarkere Wirkung zu Gunsten von 5-FU (p-Wert <0,0001). Allerdings sind 300 uM
FUAc-BSA bzw. 500 uM FUAc-BSA scheinbar 100 uM 5-FU in ihrer antiproliferativen Wir-
kung ebenbiirtig (p-Werte = 0,0641 bzw. 0,6634). Reines 100 uM bzw. 300 uM BSA verhilt
sich im Vergleich zur Wachstumskontrolle nicht signifikant. Lediglich 500 uM BSA sorgt fiir
eine gehemmte Proliferation gegeniiber der CTL (p-Wert <0,0001).
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Abbildung 26: MTT-Ergebnisse fiir Zelllinie T-47D nach 96 h. Auf der x-Achse sind links die CTL (N = 16) und
auBlerdem der jeweilige Wirkstoff (N = 20) aufgetragen. Die Angaben der y-Achse sind in Prozent. Die einzelnen
Wirkstoffkonzentrationen (100 pM, 300 uM, 500 uM) sind durch eine gepunktete Linie optisch voneinander ge-
trennt. * £ signifikanter Unterschied (p < 0,01) gegeniiber der CTL.

3.3.2.2 Zeitliche Darstellung des Tumorzellwachstums

Die folgende Abbildung 27 stellt die Ergebnisse des MTT-Tests fiir Zelllinie T-47D im zeitli-
chen Verlauf dar. 5-FU zeigt einen konstanten inhibitorischen Einfluss auf das Zellwachstum,
der schon nach 24 h erkennbar ist und sich bis nach 96 h fortsetzt. Der scheinbar schwache zy-
tostatische Effekt von FUAc nimmt bis nach 48 h langsam zu. Im Anschluss, nach 72 h und 96 h,
stagniert die antiproliferative Wirkung. Fiir FUAc-BSA ist ein durchgehender wachstumshem-
mender Effekt nachweisbar, der bis nach 48 h kaum Unterschiede zu 5-FU aufweist und erst im
weiteren Verlauf einen geringfiigigen, aber signifikant stirkeren Einfluss von 5-FU erkennen

lasst.
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Abbildung 27: Zeitliche Verlauf des Tumorzellwachstums der Zelllinie T-47D. Dargestellt sind die Resultate
unter Einfluss von FUAc (A), FUAc-BSA (B) und BSA (C) bezogen auf die Positivkontrolle 5-FU. Gezeigt sind die
Mediane und die dazugehorige obere bzw. untere quartile Abweichung der Ergebnisse des MTT-Tests. Legende:
0 5-FU 100 uM, =--@-- 5-FU 300 uM, —&— 5-FU 500 uM, O+ FUAc 100 uM, --@©-- FUAc 300 uM,
—&— FUAc 500 uM, B FUAc-BSA 100 uM, --@-- FUAc-BSA 300uM, —#&— FUAc-BSA 500 uM,
0 BSA 100 uM, =-@-- BSA 300 uM, —&— BSA 500 uM.

Reines BSA zeigt weitestgehend keinen Effekt auf das Wachstum der Zellen T-47D. Lediglich

nach 96 h ist ein méBiger inhibitorischer Einfluss erkennbar.

3.3.2.3 ICsp-Werte

Die ICsp-Werte wurden aus den Resultaten des MTT-Tests berechnet (siche Abschnitt 2.2.8).
Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse zusammenfassend. Fiir 5-FU wurde der kleinste Wert fiir die ICs-

Konzentration berechnet. Geringfiigig groBBere Resultate zeigen die Berechnungen fiir FUAc-

BSA. Die Konfidenzintervalle von 5-FU und FUAc-BSA iuberschneiden sich minimal. Einen
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wesentlich hoheren ICsp-Wert zeigt sich bei FUAc. Das Konfidenzintervall iiberlappt nicht mit
denen vom 5-FU oder dem FUAc-BSA. Fiir reines BSA konnten keine ICso-Werte berechnet

werden.

Tabelle 8: Berechnete ICs)-Werte bei der Zelllinie T-47D. Dargestellt sind die Werte fiir 5-FU, FUAc, FUAc-

BSA und reines BSA. Die Zahlen in den Klammern reprisentieren das 95 %-Vertrauensintervall.

I1Cs)- Wirkstoffe
Werte
nach 72 h 5-FU [uM] FUAc [uM] FUAc-BSA [uM] BSA [uM]
Zelllinie 50,64 913.,5 88,62
T-47D (37,62 - 68,16) (358,1 —2331) (65,64 - 119,6) -

3.3.2.4  Zellzihlung nach Trypanblaufirbung

Die folgende Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse der Zellzihlung nach Trypanblaufirbung. Die
Resultate der Zellzdhlung werden denen des MTT-Tests gegeniiber gestellt und verglichen.

Fiir 300 uM BSA ist bei der Zellzdhlung eine verminderte Proliferation (80,6 %) im Vergleich
zur Wachstumskontrolle erkennbar. Beim MTT-Test ist ein schwacher proliferationsférdernder
Einfluss feststellbar (112,0 %). 300 uM FUAc erzielt bei der Methode der Zellzdhlung eine
Wachstumsinhibition auf 42,1 %. Im Kontrast dazu zeigt 300 uM FUAc beim MTT-Test schein-
bar keinen Effekt (97,4 %). Vergleicht man die Resultate der Zellzdhlung mit denen des MTT-
Tests fir 300 uM FUAc, ist eine prozentuale Differenz von 55,3 % erkennbar. 300 uM
FUAc-BSA zeigt bei der Tumorzelllinie T-47D sowohl in der Zellzdhlung (20,9 %) als auch
beim MTT-Test (36,3 %) einen gesteigerten zytostatischen Einfluss im Vergleich zu 300 uM
FUAc. 300 uM 5-FU bewirkt sowohl bei der Zellzidhlung als auch beim MTT-Test die grofite
Proliferationshemmung (19,1 % bzw. 23,8 %). Betrachtet man die Resultate des MTT-Tests im
Vergleich zur Menge der vitalen Zellen, die bei der Zellzahlung gemessen wurden, ist ein Ver-
gleich zwischen beiden Methoden moglich. Die prozentualen Abweichungen zwischen beiden
Messmethoden bewegen sich im Bereich von 4,7 % (5-FU) bis maximal 55,3 % (FUAc). Auf
mogliche Ursachen fiir die Diskrepanzen wird in der Diskussion (siehe Abschnitt 4.3) néher ein-
gegangen. Fiir den Anteil der avitalen Zellen wurden bei der Zellzihlung Werte zwischen

0,0 - 7,3 % gemessen.
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Abbildung 28: Methodenvergleich fiir Zelllinie T-47D. Die Abbildung zeigt einen Vergleich zwischen den
Ergebnissen der Zellzdhlung (N =6) und denen des MTT-Tests. Auf der x-Achse ist der jeweilige Wirkstoff
(c =300 uM) mit der Konzentration aufgetragen. Auf der y-Achse ist das relative Zellwachstum in Prozent
angegeben. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und die dazugehorige Standardabweichung. Legende:
B Zellzihlung: Gesamtzellzahl, EEEE Zellzihlung: vitale Zellen, EEEE Zellzihlung: tote Zellen, EEEI MTT-

Test: vitale Zellen.

3.4 Einfluss des pH-Wertes auf die MTT-Ergebnisse der Zelllinien MDA-MB-231 und
T-47D

Die grofiten Unterschiede zwischen MTT-Test und Zellzihlung wurden fiir FUAc offenkundig.
Aufgrund des Herstellungsprozesses von FUAc, der die Absenkung auf einen pH-Wert von 2
beinhaltet, liegt die Vermutung nahe, dass der pH-Wert einen Einfluss auf den MTT-Test haben
konnte. Die Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse fiir die Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D:
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Abbildung 29: Einfluss des pH-Wertes auf den MTT-Test. Die Graphen zeigen die Resultate der durchgefiihrten
Experimente fiir Zelllinie MDA-MB-231 (A) und T-47D (B). Links ist die CTL (N = 4) als einzelner Balken abge-
bildet. Fiir die Wirkstoffe (N = 5) sind jeweils zwei Balken sichtbar. Der linke Balken symbolisiert jeweils das Er-
gebnis, wenn das Zellkulturmedium belassen wurde. Die jeweils rechten Balken (mit Schraffierung) zeigen die
Resultate, wenn das Zellkulturmedium gewechselt wurde. Die Balkenhthe symbolisiert den Mittelwert, die Fehler-
balken die zugehorige Standardabweichung. Jeder Substanz wurde eine andere Farbe zugeordnet. Legende:

[ Medium wurde belassen, Medium wurde gewechselt.

Beim Betrachten der Ergebnisse wird deutlich, dass die Anderungen aufgrund des Mediumwech-
sels gering sind. Insofern scheint es unwahrscheinlich, dass der pH-Wert der ursédchliche Grund
ist, warum die Resultate des MTT-Tests und der Zellzéhlung fiir FUAc so starke Differenzen

aufweisen. In Abschnitt 4.3 wird niher auf die Thematik eingegangen.

3.5 CLSM-Studien

Die Zellkulturversuche zeigen, dass FUAc-BSA insbesondere bei der Zelllinie T-47D einen
proliferationshemmenden Einfluss ausiibt. Um mehr Informationen iiber die Aufnahme von
FUAc-BSA in die Tumorzelllinien MDA-MB-231 und T-47D zu erhalten, wurden die Zellen
unter Zugabe von 300 uM eines BSA/FITC-BSA (9:1)-Gemisches inkubiert. AnschlieBend wur-
den mittels CLSM Z-Stacks im Durchlicht- und im Fluoreszenzmodus aufgenommen und in ei-

nem orthogonalen Schnitt {iberlagert (siehe Abschnitt 2.2.7).

Adhirent wachsende Tumorzellen der Zelllinie T-47D sind in Abbildung 30 dargestellt. Die
Uberlagerung des Transmissions- und des Fluoreszenz-Modus erlauben es, die Verteilung des

FITC-BSA innerhalb der Zellen sichtbar zu machen. In den Zellen sind starke Fluoreszenzsigna-
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le sichtbar, die sich homogen im intrazelluliren Raum in Form von Vesikel-dhnlichen Strukturen

verteilen.

»
Ll

Abbildung 30: CLSM-Bild von T-47D-Zellen nach 72 h Kultivierdauer. Orthogonale Ansicht nach Zugabe eines
BSA/FITC-BSA-Gemisches. Das griine Signal verdeutlicht die Verteilung des FITC-BSA. Die Pfeile und Buchsta-

ben an den Kanten stellen dar, von welchen Achsen (x,y,z) die jeweiligen Kanten gebildet werden.

Fluoreszenzsignale lassen sich ebenfalls in den CLSM-Bildern der Zelllinie MDA-MB-231
(Abbildung 31) feststellen. Die Menge an intrazellulédr befindlichem FITC-BSA ist jedoch gerin-
ger als bei den Tumorzellen der Linie T-47D. Aullerdem ist erkennbar, dass die Bereiche mit
gesteigerter Fluoreszenzintensitidt vorrangig auf Regionen in Zellmembrannédhe zu finden sind:

Einerseits im Extrazellularraum, wo es direkte Zell-Zell-Kontakte gibt; andererseits im Intrazel-
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lularraum in der Nihe der Zellmembran. Es wird jedoch kein Fluoreszenzsignal im Zentrum der

Zellen erkennbar, wie die orthogonale Ansicht verdeutlicht.

Abbildung 31: CLSM-Bild von MDA-MB-231-Zellen nach 72 h Kultivierdauer. Orthogonale Ansicht nach
Zugabe eines BSA/FITC-BSA-Gemisches. Die Beschriftung an den Kanten entspricht der aus Abbildung 30.
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4 Diskussion

Das Zytostatikum 5-FU (MW = 130,08 Da) verfiigt nur iiber eine kurze Plasma-t;, von 10—
20 min. Innerhalb von 24 h werden ca. 60 — 90% von intravends appliziertem 5-FU (einschlie3-
lich seiner Metabolite) renal ausgeschieden [31,102]. Neben seiner zytostatischen Wirkung auf
Tumore fiihrt es aber auch zu unerwiinschten Nebenwirkungen bei Patienten, wie dem Hand-
FuB-Syndrom, Ubelkeit, Durchfall und Myelosuppression. In der Klinik wird es fiir die Therapie

von Mammakarzinomen, kolorektalen Karzinomen und weiteren Tumorentititen eingesetzt.

Das Ziel der Arbeit bestand einerseits darin, ein 5-FU-Derivat zu entwickeln, dessen zytostati-
sche Wirkung der von reinem 5-FU entspricht und aufgrund eines selektiven Tumor-Targetings
moglicherweise weniger unerwiinschte Nebenwirkungen verursacht. Andererseits sollte die
Plasma-t;, des 5-FU-Derivates im Blutkreislauf wesentlich iiber der von reinem 5-FU liegen.
Als Carrier-Substanz fiir 5-FU wurde daher Albumin gewihlt, das von Tumorzellen endozytiert

wird und iiber eine Plasma-t;; von ca. 19 Tagen verfiigt [18].

5-FU wurde zunéchst chemisch modifiziert, um es an Albumin koppeln zu konnen. Der Erfolg
der Synthese wurde mittels NMR-Spektroskopie iiberpriift. Im nidchsten Schritt wurde das ent-
standene FUAc kovalent an BSA gebunden und die Anzahl der FUAc-Molekiile je BSA-
Molekiil mittels MALDI-ToF quantifiziert. AnschlieBend wurde in Zellkulturversuchen an den
Tumorzelllinien T-47D und MDA-MB-231 Toxizititspriifungen durchgefiihrt. Zunédchst werden
deshalb die Messergebnisse von der FUAc- bzw. FUAc-BSA-Synthese diskutiert. Auflerdem
werden Vergleiche zu anderen albuminbasierten Zytostatika bzw. anderen 5-FU-Carriern vorge-
nommen. Danach werden die Resultate der Zellkulturversuche erortert und die verwendeten Me-
thoden MTT-Test und Zellzdahlungstest kritisch betrachtet. Letztlich wird ein Ausblick auf not-
wendige Untersuchungen gegeben, die durchgefiihrt werden miissten, um FUAc-BSA fiir thera-

peutische Zwecke verwenden zu kénnen.

4.1 Umwandlung von 5-FU in FUAc-BSA

In den folgenden Abschnitten werden die Resultate von NMR-Spektroskopie und MALDI-ToF
diskutiert.
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4.1.1 Umwandlung von 5-FU in FUAc

Um 5-FU an den Carrier BSA kovalent binden zu kénnen, wurde zunichst FUAc synthetisiert,
das eine Acetyl-Gruppe am N'-Atom des 5-FU-Ringes aufweist (siche Abbildung 5). Die Syn-
these erfolgte nach Tada [79]. Die Resultate der NMR-Spektroskopie sind im Abschnitt 3.1
(Abbildung 12 und Abbildung 13) dargestellt.

4.1.1.1 Interpretation der Resultate der 'H-NMR-Spektroskopie

Tada hat eine 'H-NMR-Spektrometrie von FUAc in DMSO-d zur Uberpriifung des Syntheseer-
folges durchgefiihrt. Folgende Ergebnisse lieferte die von ihm durchgefiihrte Untersuchung: Ein
Singulett bei 4,40 ppm mit einer Signalintensitit von 2, das dem C'-H, zugeordnet wurde. Dar-
iiber hinaus ein Dublett bei 8,09 ppm mit einer Signalintensitdt von 1 und einer Kopplungs-
konstante J = 7 Hz, das dem C°-H zugeteilt wurde. Zuletzt wurde ein Singulett mit einer Signal-

intensitit von 1 bei 11,18 ppm vorgefunden, das laut Tada dem N°-H-Signal entspricht.

Die Peaks bei 4,40 ppm und bei 8,09 ppm von Tada stimmen mit den Ergebnissen dieser Arbeit
tiberein. Lediglich der Peak bei 11,18 ppm zeigt im Vergleich zu dem gemessenen Peak bei
11,92 ppm eine gewisse Diskrepanz. AuBerdem fillt auf, dass Tada in der 'H-NMR-
Spektroskopie keinen Peak im Bereich von 13,23 ppm chemischer Verschiebung gefunden hat.
Nach der Zuordnung von Tada und unter Betrachtung der Struktur— bzw. der Summenformel
von FUAc (CcHsFN,O,) ist erkennbar, dass die Carboxyl-Gruppe mit einem H-Atom keine Zu-
ordnung erfahren hat [103].

4.1.1.2 Interpretation der Resultate der ' C-NMR-Spektroskopie

Kim et al. beschreiben Peaks bei 49,5 ppm (dem C' zugeordnet) sowie auBerdem bei 131 ppm
(dem C° zugeordnet), bei 150 ppm (dem C? zugeordnet), bei 158 ppm (dem ct zugeordnet) und
bei 170 ppm (dem C* zugeordnet). Fiir das C°-Ringatom wird kein Peak beschrieben und dem-
entsprechend keine Zuordnung vorgenommen [103]. Insgesamt dhneln die Messergebnisse die-

ser Arbeit stark den Werten von Kim et al..

Im Vergleich zu Tada bzw. Kim et al. gibt es gewisse Unterschiede bei den Resultaten der

'H-NMR-Spektroskopie sowie bei der '*C-NMR-Spektroskopie, die aber z.B. auf der Verwen-
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dung unterschiedlicher Messgerite basieren konnen. Zusammenfassend betrachtet, zeigen die

Messergebnisse die erfolgreiche Synthese von FUAc aus 5-FU.

4.1.2 Kopplung von FUAc an BSA

Daran anschlieend erfolgte die Kopplung von FUAc an BSA mittels der Carbodiimid-Methode
(siehe Abschnitt 2.2.1.2). Die Synthese erbrachte das Zytostatikum FUAc-BSA. Je BSA-
Molekiil wurden 12 Molekiile FUAc kovalent gebunden.

4.1.2.1 MALDI-ToF Resultate von BSA

Die mittels MALDI-ToF gemessene molekulare Masse von reinem BSA stimmt mit der vom
Hersteller angegebenen (66.430 Da) weitestgehend iiberein [101]. Neben dem Peak bei
66.306 m/z sind auBBerdem jeweils ein Peak bei 33.134 m/z und bei 44.282 m/z erkennbar.

Der Peak bei 33.134 m/z liegt auf der x-Achse etwa bei der Hilfte des BSA-Peaks.
((33.134 m/z) / (66.306 m/z) =~ 0,499). Folgende Erkldarung kann diese Beobachtung begriinden:
Bei der Methode des MALDI-ToF werden die Proteine durch einen Laserstrahl ionisiert, auf-
grund der negativen Ladung in einem elektrischen Feld beschleunigt und die Passagezeit des
Molekiils fiir eine bestimmte Strecke gemessen. So werden Riickschliisse auf die molekulare
Masse eines Molekiils moglich (siehe Abschnitt 2.2.6). Wird ein Molekiil doppelt ionisiert, be-
sitzt es eine doppelte Ladung und wird dementsprechend auch ca. doppelt so stark im elektri-
schen Feld beschleunigt. Es handelt sich bei dem Peak bei 33.134 m/z um BSA, das zweifach
jonisiert wurde ([BSA + 2H]*") und deshalb bei gleichbleibender Molekiilmasse eine etwa dop-
pelt so starke Beschleunigung im elektrischen Feld des MALDI-ToF erfahren hat. Cho et al.
haben bei ihrem MALDI-ToF-Daten den gleichen Effekt beobachtet. Dort ist sogar eine fiinffa-

che lonisierung des Albumin-Molekiils gemessen worden [104].

Der Peak bei 44.282 m/z entspricht ca.2/3 der molekularen Masse von reinem BSA.
((44.282 m/z) / (66.306 m/z) = 0,667). Das Resultat ldsst sich folgendermalBlen erkldren: Es ist
moglich, dass BSA Dimere bildet, die folglich eine doppelte Molekiilmasse (ca. 132 kDa) im
Vergleich zu einem BSA-Monomer aufweisen [105,106]. Wiirde ein BSA-Dimer einfach ioni-
siert, miisste sich ein Peak bei ca. 132.000 m/z zeigen. In diesem Bereich wurden jedoch keine
MALDI-ToF-Messungen vorgenommen. Ein zweifach ionisiertes BSA-Dimer hétte seinen Peak

in dem Bereich von 66.000 m/z und wiirde durch den Peak von [BSA + H]" verschleiert werden.
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Wenn ein BSA-Dimer jedoch dreifach ionisiert und im elektrischen Feld beschleunigt wird,
miisste sich ein Peak bei ca. 44.000 m/z zeigen, da eine doppelte BSA-Masse eine dreifache La-

dung tragen wiirde.

4.1.2.2 MALDI-ToF Resultate von FUAc-BSA

Fiir die Peaks bei 34.145 m/z und bei 45.574 m/z bei den Ergebnissen von FUAc-BSA verhilt es
sich dhnlich wie beim BSA (siehe Abschnitt 4.1.2.1). Durch eine zweifache Ionisation wird das
FUAc-BSA-Molekiil (([FUAc-BSA + 2H]*") doppelt so stark beschleunigt. Folglich entsteht ein
Peak, der anndhernd bei der  Hilfte  des [FUAc-BSA + H|"-Peaks liegt
((34.145 m/z) / (68.508 m/z) = 0,498).

Der Peak bei 45.574 m/z entspricht ca.2/3 der molekularen Masse von FUAc-BSA
((45.574 m/z) / (68.508 m/z) = 0,665). Die Interpretation dieses Ergebnisses folgt der bei reinem
BSA. Es handelt sich hochstwahrscheinlich um ein FUAc-BSA-Dimer, das dreifach ionisiert
worden war. Wang et al. haben nach der Kopplung von Fumonisin B, einem Toxin, an BSA
ebenfalls einen kleinen Peak bei den MALDI-ToF-Resultaten gefunden, der sich ungefédhr bei
47.745 m/z des Fumonisin B;-BSA-Peaks bei 74.355 m/z zeigte ((47.745 m/z) / (74.355 m/z)
~0,642) [107]. Auch in Untersuchungen mittels Gelelektrophorese zeigen sich Banden im Be-

reich von 130 kDa, die auf die Bildung von Fumonisin B;-BSA-Dimeren hindeuten [107].

4.1.3 Genauere Betrachtung der Beladungsrate von BSA mit FUAc-Molekiilen

Die Ergebnisse des MALDI-ToF zeigen eine kovalente Bindung von ca. 12 Molekiilen FUACc je
Molekiill BSA (siehe Abschnitt 3.2). Das entspricht einer Sittigung von ca. 34 —40 % aller
30 - 35 zuginglichen Lysin-Seitenketten des BSA an die FUAc potenziell hitte gebunden wer-
den konnen [108].

Andere Zytostatika, die Albumin als Carrier nutzen, weisen dhnliche Beladungsraten auf wie fiir
FUACc-BSA. Dosio et al. beschreibt eine kovalente Bindung von bis zu 30 Molekiilen Paclitaxel
an humanes Serumalbumin (Paclitaxel-HSA) [109]. Das kommerziell vertriebene nab-Paclitaxel
enthilt pro Ampulle 100 mg Paclitaxel und ca. 900 mg Albumin. Daraus lédsst sich ein Verhiltnis
von ca. 8,5 mol Paclitaxel zu 1 mol Albumin berechnen. Beim nab-Paclitaxel wird das Zytostati-
kum allerdings nicht kovalent gebunden, sondern lagert sich aufgrund von hydrophoben Wech-

selwirkungen in das Albumin-Molekiil ein und nutzt es so als Transportprotein [64,110]. Stehle
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et al. beschreibt eine kovalente Kopplung von Methotrexat an Ratten-Albumin (MTX-RSA) mit
einer Bandbreite von 1 -20 Molekiilen Methotrexat je Molekiil Albumin. Um die Bindungsrate
von MTX an Albumin zu steigern, wurde in den Experimenten von Stehle et al. die Konzentrati-
on von zugegebenem aktiviertem MTX erhoht [69]. Aufgrund der Bindungsraten von Stehle et
al. und von Dosio et al. kann angenommen werden, dass mit groBer Wahrscheinlichkeit auch fiir

FUAc-BSA hohere Beladungsraten erreicht werden konnten.

4.1.4 Unterschiede zwischen BSA und HSA

In der Arbeit sollte die proliferationshemmende Wirkung von FUAc in verschiedenen Darrei-
chungsformen untersucht werden. Dabei wurde als Modellmolekiil BSA gewihlt, da es kosten-
giinstig zur Verfiigung steht. Es stellt sich nun die Frage, ob die erzielten Resultate von der Mo-
dellsubstanz BSA auf HSA iibertragbar sind, da fiir eine Anwendung am Menschen auf HSA als
Carrier-Molekiil gewechselt werden miisste. Zur Beantwortung sollen zunéchst Unterschiede in
der Struktur betrachtet werden. HSA verfiigt in seiner Primérsequenz iiber 585 Aminoséuren.
Das BSA-Molekiil weist 583 Aminosduren auf. Die Primérsequenzen der beiden Proteine stim-
men zu 76 % iiberein, sodass nur geringe strukturelle Unterschiede angenommen werden kon-

nen, die sich mittels spektroskopischer Analysen nachweisen lassen [58—60].

Stehle et al. hat in vivo Untersuchungen zu dem Verhalten von Ratten-Albumin (RSA), HSA und
BSA in Ratten durchgefiihrt. Er erfasste die hepatische sowie die durch einen Tumor aufgenom-
mene Menge einer infundierten Albumin-Dosis bei Ratten und fand heraus, dass 14 — 18 % der
Albumine in den Tumor gelangten [61]. RSA wurde zu 5,8 % hepatisch aufgenommen. HSA
gelangte zu 6,9 % und BSA zu 8,0 % in die Leber. Die Differenz zwischen HSA und BSA betrug
also lediglich 1,1 % [61]. Dafiir konnten laut Stehle et al. einerseits die unterschiedliche Struktur
der Albumine, aber auch der Prozess der radioaktiven Markierung der Albumine verantwortlich
sein. Er schliet daraus, dass HSA auch fiir die Verwendung als Carrier in Tierversuchen dienen
kann [61]. Aus den genannten Griinden ldsst sich resiimieren, dass die Unterschiede zwischen
BSA und HSA minimal sind und sich die Resultate mit groBter Wahrscheinlichkeit auf HSA als

Carrier fiir FUAC iibertragen lassen.
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4.1.5 Vor- und Nachteile von BSA als Carrier im Vergleich zu anderen Carrier-Molekiilen

Nachfolgend wird betrachtet, welche 5-FU-Carrier bisher untersucht wurden und kurz auf deren
Charakteristiken bzw. Vor- und Nachteile eingegangen. Die Fiille der publizierten Arbeiten ist
enorm und sie alle einzeln zu besprechen, wiirde den Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengen.
Insofern werden beispielhaft 5-FU-Carrier beschrieben, die jeweils eine Gruppe von Carrier-

Systemen reprisentiert.

4.1.5.1 Liposomen

Thomas et al. haben mit 5-FU beladene ,,Jiposomale Nanopartikel* hergestellt. Dafiir wurde ein
terndrer Komplex bestehend aus 5-FU, Kupfer und Polyethylenimin gebildet und in Liposomen
eingekapselt. Die Bildung von 5-FU-Komplexen wurde durchgefiihrt, um die Diffusionsfihigkeit
von 5-FU, bedingt durch die starke Hydrophobizitit des Molekiils, aus den Liposomen herabzu-
setzen [33]. Die Freisetzung von 5-FU im Terndrkomplex aus den Liposomen war verzogert im
Vergleich zu 5-FU, das als Reinsubstanz in Liposomen eingekapselt wurde. In vivo wurde fest-
gestellt, dass ein hoherer Wirkspiegel iiber einen lidngeren Zeitraum erzielt werden kann [33].
Der mittlere Durchmesser der liposomalen ternidren 5-FU-Nanopartikel betrug 95 — 170 nm. Fiir
die Liposomen wére es zwar noch moglich, den EPR-Effekt zu nutzen, aber die Eindringtiefe in
die Tumore wire mit groBer Wahrscheinlichkeit gering [43]. Aullerdem wird 5-FU ungezielt im
Blutplasma aus den Liposomen freigesetzt. Insofern wiirde auch gesundes Gewebe von 5-FU

geschidigt werden.

4.1.5.2 Nanopartikel

Lui et al. beschreiben Selen-Partikel, auf deren Oberfldche 5-FU mittels Selen-Sauerstoff- bzw.
Selen-Stickstoff-Bindungen gebunden wurde. Bei in vitro-Untersuchungen wurde festgestellt,
dass die Bindung von 5-FU auf der Oberfliache die endozytotische Aufnahme der Partikel um
den Faktor 6 —9 gegeniiber unbeladenen Selen-Partikeln steigert [111]. Da die Partikel einen
mittleren Durchmesser von 70 nm aufweisen, wire ihre Penetration in das Tumorgewebe ver-
mutlich, wie bei den Liposomen, nur gering. Dariiber hinaus werden in Plasma nach 60 min be-

reits 50 % des gebundenen 5-FU aus den Partikeln freigesetzt [43,111].



4 Diskussion 69

4.1.5.3 Erythrozyten

Wang et al. haben Erythrozyten mit 5-FU beladen und Miusen, die an malignem Aszites litten,
intraperitoneal injiziert. Sowohl die maximale 5-FU-Konzentration im intraperitonealen Raum
als auch die Zeitspanne, iiber die das Zytostatikum nachgewiesen wurde, waren gesteigert im
Vergleich zu freiem, intraperitoneal appliziertem 5-FU. Dariiber hinaus nahm die Menge an
malignem Aszites nach einer Behandlung mit 5-FU-Eryhtrozyten signifikant ab und bei den
Maiusen war ein verldngertes Leben nachweisbar [112]. Fiir eine lokale Therapie, mit einer
verzogerten Freisetzung von 5-FU im Intraperitonealraum, scheinen 5-FU-Erythrozyten Vorteile
gegeniiber freiem 5-FU zu besitzen. Fiir eine systemische Therapie mit 5-FU, die i.v. appliziert
wird, sind 5-FU-Erythrozyten weniger geeignet, um Wirkstoffe gezielt vom Intravasalraum zu
Tumorzellen zu transportieren, da sie mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 7 — 8 um
viel zu grof} sind, um den EPR-Effekt nutzen zu konnen [45]. AuBerdem verbleibt freies 5-FU
nur fiir kurze Zeit in den Erythrozyten, da es aufgrund seiner Hydrophobizitit durch

Zellmembranen diffundieren kann [33,112].

4.1.5.4 Polymere

Des Weiteren wurden von Luo et al. Untersuchungen mit Hydroxyethylstirke (HES,
MW =130 kDa) als Carrier fiir 5-FU vorgenommen. Dafiir wurde FUAc iiber eine kovalente
Ester-Bindung an den jeweiligen Carrier gekoppelt [113,114].

In humanem Plasma wurden innerhalb von 20 - 25 h eine Menge von 50 % der FUAc-HES-
Molekiile zu freiem FUAc und HES gespalten [113]. Das bedeutet, bei einer einmaligen intrave-
nosen Gabe von FUAc-HES wiirden nach 24 h weiterhin freies FUAc nachweisbar sein, wih-
rend 5-FU, mit einer Plasma-t;; von 10 —20 min, bereits groBtenteils ausgeschieden worden

wire [113].

Ein Nachteil von dem verwendeten HES besteht jedoch darin, dass die Molekiilmasse mit
130 kDa um den Faktor zwei zu groB ist, um den EPR-Effekt nutzen zu konnen [43]. Zusétzlich
kann HES, insbesondere der ersten und der zweiten Generation, Nebenwirkungen bei der Hi-
mostase verursachen, da nach der Gabe von HES z.B. die Plasmakonzentrationen des Gerin-
nungsfaktors VIII und des Von-Willebrand-Faktors sinken. Dariiber hinaus ist es moglich, dass

HES die Nierenfunktion negativ beeinflusst und in verschiedenen Geweben akkumuliert, wie der
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Leber, der Haut und moglicherweise sogar in der Plazenta [55,115]. Beziiglich der Anreicherung

sind in der Literatur allerdings auch gegenteilige Informationen verfiigbar [113].

Vor dem Hintergrund der dargestellten Carrier-Systeme ldsst sich resiimieren, dass die in Ab-
schnitt 1.5 genannten Erfordernisse an einen Carrier, wie z.B. eine gesteigerte t;,» in Kombinati-
on mit einer Nutzbarkeit des EPR-Effektes und einer selektiven Aufnahme von Tumorzellen, etc.
von Albumin erfiillt werden, wihrend andere Carrier die Voraussetzungen mit Einschriankungen

erfullen.

4.2 Effekte von 5-FU, FUAc, FUAc-BSA und BSA auf die Zelllinien MDA-MB-231 und
T-47D im MTT-Test

Die zytostatische Hemmung der Zellproliferation seitens 5-FU, FUAc und FUAc-BSA wurde
in vitro an verschiedenen Tumorzelllinien untersucht. Dafiir wurde der MTT-Test und der Zell-
zahlungstest an den Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D durchgefiihrt (siehe
Abschnitte 2.2.3 und 2.2.4.).

Die intrazellulire Umwandlung von FUAc in 5-FU ist bisher ungeklirt [113]. Deshalb wurde
zusitzlich die Wirkung von 5-FU als Referenzmolekiil untersucht. AuBBerdem wurde der Effekt
von BSA untersucht. Als Wirkstoffkonzentrationen wurden 100 uM, 300 uM und 500 uM ge-
wihlt. Die Zellen wurden in einer zu 5-FU bzw. zu FUAc idquivalenten Konzentration mit
FUACc-BSA inkubiert (sieche Abschnitt 2.2.3.1). Zusétzlich wurden die 1Cso-Werte fiir die Wirk-
stoffe 5-FU, FUAc und FUAc-BSA berechnet (siche Abschnitte 3.3.1.1 und 3.3.2.1).

4.2.1 Effekte von 5-FU

Das fiir die Behandlung von Tumoren etablierte Zytostatikum 5-FU zeigt gegeniiber den anderen
untersuchten Agenzien die stirkste Proliferationshemmung auf die Tumorzellen der Zelllinien
MDA-MB-231 (siehe Abschnitt 3.3.1) bzw. T-47D (siehe Abschnitt 3.3.2) und damit einherge-
hend die niedrigsten ICso-Werte (siehe Tabelle 7 und Tabelle 8). In Tabelle 9 werden die berech-

neten ICso-Werte mit Literaturdaten verglichen.
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Tabelle 9: Berechnete ICs)-Werte von 5-FU im Vergleich zur Literatur. Die Werte wurden fiir beide Zelllinien,
MDA-MB-231 und T-47D, kalkuliert. Die rechte Hilfte beschreibt Literaturwerte. Die Zahlen in den runden Klam-

mern repriasentieren: Zusitzliche Informationen, die 95 %-Konfidenzintervalle und/oder die Wirkdauer des 5-FU.

Eigene Resultate (72 h) In der Literatur beschrieben
Zelllinie Zelllinie
T-47D MDA-MB-231 T-47D MDA-MB-231
2,8+0,1
N (144 h) [116]
= 5-FU 50,6 1,32 9,3+0,3
21 M | (376-681)| (007243 | PITEShIN g h) 118
2 Glukose-freiem
Medium) [117]

Der Wirkmechanismus von 5-FU wurde bereits vielféltig wissenschaftlich untersucht und wurde
im Abschnitt 1.4 erldutert. Die Zelllinie T-47D weist im Vergleich zu Zelllinie MDA-MB-231
hohere ICso-Werte auf. Die in der Literatur beschriebenen Werte fiir die beiden Zelllinien liegen

in einer dhnlichen GroBenordnung.

4.2.2 Effekte von FUAc

Wihrend reines 5-FU bei beiden Tumorzelllinien nach 48 h starke zytostatische Effekte erzielt,
zeigt FUAc eine mittelstarke Proliferationshemmung bei der Zelllinie MDA-MB-231 (siehe Ab-
schnitt 3.3.1) und eine schwache Proliferationshemmung bei Zelllinie T-47D (sieche Ab-
schnitt 3.3.2).

Die Unterschiede in der zytostatischen Wirkung von FUAc im Vergleich zu 5-FU konnen nur
aufgrund der chemischen Modifikation von FUAc entstehen. Der strukturelle Aufbau von FUAc
differiert gegeniiber dem von 5-FU in einer zusétzlichen Methyl-Carboxyl-Gruppe (siehe Abbil-
dung 4) am N'-Atom des Uracil-Ringes. Damit steht dieses N-Atom fiir eine kovalente Bindung
an Ribose bzw. Desoxyribose und eine darauf folgende intrazelluldre Synthese von FAUMP,
FUTP und weiteren Metaboliten, wie sie unter physiologischen Bedingungen erfolgt, nicht mehr
zur Verfiigung [15,119]. Insofern konnen die schwécheren proliferationshemmenden Effekte von

FUACc gegeniiber 5-FU unter Betrachtung der FUAc-Molekiilstruktur gut erklédrt werden. Luo et
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al. und Chung et al. sind z.B. der Auffassung, dass eine Konversion von reinem FUAc in 5-FU

wenig wahrscheinlich ist [71,113].

Der modifizierte chemische Aufbau fiihrt auBerdem dazu, dass FUAc aufgrund der Wirkung der
Carboxyl-Gruppe und dessen Beitrag zum Dipolmoment des FUAc-Molekiils eine gesteigerte
Polaritit aufweist und geringfiigig hydrophiler ist als 5-FU. Unter physiologischen Bedingungen
(pH = 7,4) befindet sich das FUAc-Molekiil im geladenen Zustand, da Carboxyl-Gruppen bei
pH-Werten zwischen 3 -5 deprotoniert werden, je nachdem ob andere stark elektronegative
Gruppen anwesend sind [92]. FUAc gibt bereits oberhalb eines pH-Wertes von 2 das Proton der
Carboxyl-Gruppe ab. Tada hat diese Eigenschaft verwendet, um bei der Synthese von FUACc,
genau wie in dieser Arbeit (sieche Abschnitt 2.2.1.1), den Aufreinigungsprozess von FUAc zu
vollziehen. Bei einem pH-Wert von 2 wird die Carboxyl-Gruppe protoniert, FUAc bildet Kristal-

le und fillt aus, so dass es von der Mutterlauge getrennt werden kann [79].

Die beschriebene Zunahme der Hydrophilitit in Kombination mit der Ladung des FUAc-
Molekiils hat einerseits zur Folge, dass FUAc nur in reduziertem Malle vom Extrazelluldrraum in
den Intrazelluldrraum, durch die hydrophile Zone der Lipiddoppelschicht der Tumorzellen hin-
durch, gelangt [120]. Andererseits fiihrt die Methyl-Carboxyl-Gruppe von FUAc moglicherweise
zu einer Blockade des Uracil-Transporters der Tumorzellen, iiber den reines 5-FU in den Intra-
zellulirraum gelangt. Fiir die Orotsiure, ein am C°-Atom des Uracil-Ringes carboxyliertes Mo-
lekiil, das strukturelle Ahnlichkeiten mit FUAc aufweist (siehe Abbildung 32 bzw. Abbildung 5),
haben Wohlhiiter er al. gezeigt, dass es nicht mit Hilfe des Uracil-Transporters in den Intrazellu-

larraum gelangt [21].

O

OH

Abbildung 32: Strukturformeln von Orotsiure und FUAc im Vergleich. Dargestellt ist der chemische Aufbau
von Orotsédure (links), der die Ahnlichkeit zum FUAc-Molekiil (rechts) verdeutlicht. Beide Molekiile bestehen aus
einem Uracil-Molekiil (siehe Abbildung 2 rechts). Orotsdure besitzt jedoch eine zusitzliche Carboxyl-Gruppe am

C°-Atom. FUAc weist eine Methyl-Carboxyl-Gruppe am N'-Atom des Uracil und ein Fluor-Atom am C’-Atom auf.
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Die Orotsédure kann die Zellmembran deshalb nur relativ langsam mittels Diffusion iiberwinden
(ti2: 2.890 — 6.930 s). Uracil oder 5-FU, die den Uracil-Transporter verwenden, gelangen we-
sentlich schneller ins Zellinnere (t;»: 25 —58s) [21]. Aufgrund der Ahnlichkeiten zwischen
FUACc und Orotséure ist es wahrscheinlich, dass das FUAc-Molekiil dhnlich langsam wie Orot-

saure in den Intrazelluldarraum diffundiert.

Obwohl der Metabolismus und Abbau von FUAc noch nicht abschlieBend geklirt ist, liefern die
genannten Begriindungen logische Ansdtze und Erkldrungen fiir eine geminderte zytostatische

Wirkung seitens FUAc im Vergleich zu 5-FU [71,113].

Bei Betrachtung der ICsp-Werte ist feststellbar, dass die Zelllinie MDA-MB-231, die fiir 5-FU
niedrigere ICso-Werte aufweist als T-47D (siehe Tabelle 9), stirker in ihrer Proliferation durch

FUAc gehemmt wird (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Berechnete ICs)-Werte von FUAc im Vergleich zur Literatur. Die Werte wurden fiir beide Zellli-
nien, MDA-MB-231 und T-47D, kalkuliert. Die rechte Hilfte beschreibt Literaturwerte. Die Zahlen in den runden

Klammern zeigen zusitzliche Informationen, die 95 %-Konfidenzintervalle und/oder die Wirkdauer des FUAc.

Eigene Resultate (72 h) In der Literatur beschrieben
Zelllinie Zelllinie
T-47D MDA-MB-231 T-47D MDA-MB-231 Andere
0,196 (HeLa,
72 h) [121]
und
= |FUAc| 9135 652 Nicht Nicht 0.267 (SGC-
é [uM] | (358 -2313) (502 - 844) publiziert publiziert 7901, 72 h) [121]
n
und
88,17 (HL-60,
48 h) [122]

Die in der Literatur beschriebenen Werte differieren zum Teil erheblich von den gemessenen.
Allerdings ist bei Betrachtung der Literaturdaten erkennbar, dass ein starker Zusammenhang mit
der verwendeten Zelllinie existiert. Sowohl Sun et al. als auch Qu et al. haben ebenfalls eine
geringere zytostatische Wirkung von FUAc im Vergleich zu 5-FU festgestellt [121,122]. Die

Beobachtungen stehen im Einklang mit den Resultaten dieser Arbeit. Die Unterschiede zwischen




4 Diskussion 74

den zwei Zelllinien unterstiitzen auBerdem die Annahme, dass neben den Transportmechanismen
auch der zellspezifische Metabolismus einen Einfluss auf die zytostatische Effektivitdt von

FUAC besitzt.

4.2.3 Effekte von FUAc-BSA und BSA

FUAc-BSA bewirkt bei der Zelllinie MDA-MB-231 eine mittelstarke Wachstumshemmung (sie-
he Abschnitt 3.3.1), wihrend bei der anderen Mammakarzinom-Zelllinie T-47D ein starker inhi-
bitorischer Einfluss auf die Zellproliferation festgestellt wurde (sieche Abschnitt 3.3.2). Diese
Beobachtung spiegelt sich auch bei den ICso-Werten wieder (siehe Tabelle 11). Der Effekt von
FUAc-BSA ihnelt bei der Zelllinie T-47D in seiner Stirke dem von reinem 5-FU. In der Litera-
tur sind weder fiir die verwendeten Zelllinien noch fiir andere Zelllinien ICsyp-Werte auffindbar

gewesen.

Tabelle 11: Berechnete ICs-Werte von FUAc-BSA im Vergleich. Die Werte wurden fiir beide Zelllinien,
MDA-MB-231 und T-47D, kalkuliert. Es waren keine Literaturwerte verfiigbar. Die Zahlen in den runden Klam-
mern zeigen die 95 %-Konfidenzintervalle fiir FUAc-BSA.

Eigene Resultate (72 h)
Zelllinie
T-47D MDA-MB-231
£ | FUAc-BSA 88,6 408
é [uM] (65,6 — 119,6) (238 —699)
n

In der Literatur ist beschrieben, dass Tumorzellen Albumin aufnehmen, da es fiir sie eine Quelle
von Energie darstellt, und in der Folge ihre Proliferation steigert [44,54,62,65]. Bei reinem BSA
zeigen die Zellexperimente keinen wachstumsfordernden Einfluss. Ein Grund dafiir kdnnte sein,
dass die in den Experimenten verwendeten BSA-Konzentrationen (inklusive des FKS im Medi-
um RPMI 1640) im Bereich von 2,85 - 5,06 mg/mL liegen, die physiologische Albumin-
Konzentration mit 35 — 50 mg/mL jedoch um den Faktor 5 — 20 grofer ist [44,72]. Die Stoftkon-
zentration von BSA reicht moglicherweise nicht aus, um die erwarteten Effekte zu beobachten.
Eine Ausnahme bilden die MTT-Ergebnisse nach 24 h bei der Zelllinie MDA-MB-231. Ein der-

art starker proliferationsfordernder Einfluss erscheint allerdings trotz statistischer Signifikanz als
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unwahrscheinlich. Fiir FUAc und fiir 5-FU sind @hnliche Tendenzen erkennbar und es stellt sich
die Frage, ob bei den 24 h-Werten fiir die Zelllinie MDA-MB-231 vielleicht ein methodischer
Fehler eine Rolle gespielt haben konnte. Dariiber hinaus ist im MTT-Test fiir die Zelllinie
MDA-MB-231 von 0 h —48 h bei der Zugabe von FUAc-BSA ein zytostatischer Einfluss fest-
stellbar. Von 48 h — 96 h stagniert jedoch der antiproliferative Einfluss von FUAc-BSA.

Um diese Resultate zu verstehen, ist es notwendig, die Einfliisse von Albumin auf das Tumor-
zellwachstum zu betrachten und die moglichen Wege der FUAc-BSA-Aufnahme zu diskutieren.
Wie oben beschrieben, kann Albumin von Tumorzellen aufgenommen werden. Der Mechanis-
mus mit dem die Albumin-Molekiile die Zellmembran der Tumorzellen iiberwinden, ist die En-
dozytose [18,54]. AnschlieBend wird das in den Endosomen befindliche Albumin den Lysoso-
men zugefiihrt und abgebaut [18,62].

Auf der Oberfldache der Zellmembran verschiedener Zelltypen wurde die Anwesenheit von Prote-
inen beschrieben, die eine spezifische Bindung von Albumin ermdglichen. Zum Beispiel wurde
auf Endothelzellen das Glykoprotein 60 (gp60) gefunden. Bindet Albumin an gp60, wird das
Albuminmolekiil endozytiert, in Endosomen durch die Endothelzelle geschleust (Transzytose)
und schlieBlich in den Extravasalraum abgegeben [46,65]. AuBBerdem wurde von weiteren Prote-
inen auf Zelloberfldchen berichtet, die Albumin spezifisch binden. Zum einen handelt es sich um
SPARC (secreted protein, acidic and rich in cysteine), das von bestimmten Tumorzellen in die
extrazelluldre Matrix sezerniert wird. Dort bindet es z.B. nab-Paclitaxel (albumingebundenes
Paclitaxel) und fiihrt vermutlich zu dessen zelluldrer Aufnahme [18,64]. Es wurde gezeigt, dass
die Expression von SPARC mit der Effektivitit des Wirkstoffes nab-Paclitaxel korreliert [65].
Zum anderen wurde ein membransténdiges albuminbindendes Protein (mABP) beschrieben [74].
Es handelt sich um ein Protein, das auf der Zellmembran bestimmter Ostrogensensitiver Tumor-
zellen, wie beispielsweise T-47D, zu finden ist. Es wurde vermutet, dass Albumin bei mABP-
exprimierenden Zellen in der Lage wire, einen proliferationshemmenden Einfluss
auszuiiben [74]. Dieser inhibitorische Einfluss sei jedoch eher bei humanem Albumin zu finden
und weniger bei BSA [123]. Bei den Experimenten in dieser Arbeit wurde ein zellteilungshem-

mender Einfluss des reinen BSA fiir die Zelllinie T-47D nachgewiesen.

Die folgende Tabelle 12 ist ein Ausschnitt von Tabelle 4 aus Abschnitt 2.1.3. Das Expressions-
muster von den Zellrezeptoren der verwendeten Mammakarzinom-Zelllinien T-47D und
MDA-MB-231 zeigt, dass SPARC in keiner der zwei verwendeten Zelllinien anwesend war,

sondern nur das mABP.
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Tabelle 12: SPARC- bzw. mABP-Expression der Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D. Legende: ,.+* bedeutet,

ein Protein wird exprimiert. ,,-* bedeutet, ein Protein wird nicht exprimiert.

Proteinexpression

SPARC mABP

T-47D [74,124] - +
Zelllinie

MDA-MB-231 [65,74] - -

Die Informationen der Tabelle 12 legen den Schluss nahe, dass die Expression von mABP ein
Grund fiir die starke zytostatische Wirkung von FUAc-BSA bei der Zelllinie T-47D ist. Falls die
Hypothese zutreffen sollte, miisste bei T-47D-Zellen eine stirkere Endozytose von FUAc-BSA

beobachtet werden.

Um diese Frage zu kldren, wurden CLSM-Experimente durchgefiihrt. Im Abschnitt 3.5 wurden
die Ergebnisse der CLSM-Aufnahmen beschrieben, mit deren Hilfe untersucht wurde, inwieweit
die Tumorzellen die Modellsubstanz FITC-BSA aufnehmen. BSA besitzt ein Molekulargewicht
von ca. 66.000 Da und FITC von 389 Da. Die kovalente Bindung von FITC an BSA erfolgt, wie
beim FUAc-BSA, iiber freie NH,-Gruppen von Lysin. Das Analysezertifikat des Herstellers
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fiir das verwendete FITC-BSA zeigt eine Beladung von 13 mol
FITC je Mol BSA [125]. In Anbetracht der identischen Kopplungsmethode von FITC an BSA,
des molaren Verhiltnisses von 13:1 (FITC:BSA) und einer dhnlichen molaren Masse von FITC
im Vergleich zu FUAc scheint FITC-BSA den Anforderungen an eine Modellsubstanz fiir die
Aufnahme von FUAc-BSA gerecht zu werden.

In den CLSM-Aufnahmen (siehe Abbildung 30 und Abbildung 31) ist eine verstirkte Aufnahme
von FITC-BSA in den Zellen T-47D erkennbar. Dariiber hinaus sind Vesikel-dhnliche Strukturen
sichtbar, wie sie in der Literatur fiir die endozytotische Aufnahme von Albumin beschrieben

werden [18,54].

Die Unterschiede in der Verteilung und Stérke der Fluoreszenzsignale zwischen den Tumorzel-
len der beiden Zelllinien deuten stark darauf hin, dass die Zellen der Linie MDA-MB-231 weni-
ger effektiv FUAc-BSA aufnehmen als die Zellen der Linie T-47D. Dieses Ergebnis korreliert
sehr gut mit den Resultaten des MTT-Tests, bei denen die T-47D-Zellen wesentlich stiarker auf
den zytostatischen Einfluss von FUAc-BSA reagieren als die Tumorzellen der Linie

MDA-MB-231. Die MTT-Ergebnisse werden deshalb auf folgende Weise interpretiert: Die Zel-
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len MDA-MB-231 nehmen FUAc-BSA in einer Menge auf, die beim intrazelluldren Abbau von
FUAc-BSA in den Lysosomen zur einer Inhibition der Zellproliferation fiihrt. Allerdings kann
die Inhibition nach 48 h von den Zellen kompensiert werden. Vermutlich stellt sich ein Gleich-
gewicht zwischen dem wachstumshemmenden Effekt des FUAc und des proliferationsfordern-
den Einfluss von BSA ein. Die T-47D-Zellen nehmen hingegen so viel FUAc-BSA auf, dass die
Zellproliferation fast vollstindig inhibiert wird. Im Abschnitt 4.2.2 wurde beschrieben, dass eine
Konversion von reinem FUAc in 5-FU laut Literatur als unwahrscheinlich angesehen wird. Im
Kontrast dazu scheint FUAc jedoch iiber enzymatische Reaktionen in 5-FU zuriickgewandelt
werden zu konnen, wenn es iiber Amid- oder Ester-Bindungen kovalent an ein Carrier-Molekiil

gebunden ist [71,113].

Die Hypothese einer gesteigerten FUAc-BSA-Aufnahme und der damit einhergehenden grof3e-
ren zytostatischen Wirkung an den T-47D-Zellen konnte mit Hilfe der CLSM-Aufnahmen besti-
tigt werden. Die Vermutung liegt nahe, dass die verstirkte Anreicherung von FITC-BSA bzw.
FUAc-BSA aufgrund einer effektiveren Endozytose durch die Expression des mABP auf den
T-47D-Zellen geschieht.

Fiir das albuminbindende Protein SPARC wurde gezeigt, dass eine gesteigerte Expression mit
einer besseren Wirksamkeit von nab-Paclitaxel auf Tumorzellen sowohl bei Mammakarzinomen
als auch bei Pankreaskarzinomen einhergeht. In dem Zusammenhang wurde die Frage aufgewor-
fen, ob SPARC als ein Biomarker fiir das Ansprechen auf nab-Paclitaxel individuell fiir Patien-
ten bestimmt werden sollte [65,126,127]. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit kann keine Aus-
sage iiber die Rolle von SPARC getroffen werden. Da die mABP-exprimierenden Tumorzellen
T-47D aber besser auf FUAc-BSA ansprechen als die nicht-exprimierenden der Zelllinie
MDA-MB-231, konnte moglicherweise auch mABP als ein Biomarker fiir albuminbasierte Zy-

tostatika dienen.

4.3 Ergebnisse der Zellzihlung im Vergleich zum MTT-Test

Neben dem MTT-Test wurden auerdem Zellzihlungen durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.3.1.4
bzw. Abschnitt 3.3.2.4), um die Resultate des MTT-Tests zu iiberpriifen. Dafiir wurden 5-FU,
FUACc, FUAc-BSA und BSA in einer Konzentration von 300 uM auf die Tumorzellen der Linien
MDA-MB-231 bzw. T-47D gegeben und fiir 72 h unter Zellkulturbedingungen (siehe Ab-
schnitt 2.2.2) inkubiert.
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Nach der Anfirbung der Zellen mit Trypanblau wurden fast ausschlieBlich vitale Zellen und nur
wenige tote Zellen beobachtet. Lediglich bei der Gabe von 5-FU wurde bei den T-47D-Zellen
eine groflere Anzahl toter Zellen festgestellt (7,3 %). Fiir FUAc und FUAc-BSA wurden sowohl
bei den Zellen der Linie MDA-MB-231 als auch bei den T-47D-Zellen keine oder nur sehr we-

nige avitale Zellen erkannt, was fiir eine geminderte Zytotoxizitédt der beiden Agenzien spricht.

Beim MTT-Test zeigte sich bei beiden verwendeten Zelllinien stets eine Uberbestimmung im
Vergleich zur Zellzéhlung (siehe Abbildung 33). Es ist auffillig, dass insbesondere bei Gabe von
BSA und FUAc groB3e Diskrepanzen zwischen MTT-Test und Zellzdhlung auftraten.
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Abbildung 33: Identititsdiagramme von Zellkulturergebnissen. Dargestellt sind Identititsdiagramme fiir die
Zelllinien MDA-MB-231 (A) und T-47D (B), in denen die Resultate des MTT-Tests (x-Achse) denen der Zellzih-
lung (y-Achse) gegeniibergestellt sind. Die Gerade zeigt, wo die Punkte liegen miissten, wenn beide Methoden die

gleichen prozentualen Ergebnisse liefern wiirden. Legende: © CTL, Bl BSA, A FUAc, € FUAc-BSA, @ 5-FU.

Fiir reines BSA, FUAc-BSA und 5-FU betrugen die Abweichungen ca. 25 — 30 %, was im Be-
reich des Messfehlers der beiden Methoden liegt. Beim FUAc hingegen ergeben sich Unter-
schiede im Bereich von ca. 50 % und das obwohl bei der Gestaltung der Experimente darauf
geachtet wurde, dass die Versuchsbedingungen bei beiden Testmethoden mdglichst identisch
sind. Die grolen Unstimmigkeiten treten bei beiden verwendeten Zelllinien und nur bei der Gabe
von FUACc auf. Insofern entstehen die Differenzen mit groBer Wahrscheinlichkeit aufgrund der

verwendeten Methoden und sind darauf zuriickzufiithren.

Der MTT-Test ist im Vergleich zur Zellzdhlung kein Test, der direkt die Anzahl der Zellen be-
stimmt, sondern eine spektroskopische Analyse der 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenylformazan-Konzentration, das durch die chemische Reduktion von MTT entsteht (siehe

Abschnitt 2.2.3). Die Spaltung von MTT in Formazan findet einerseits durch mitochondriale und
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zytosolische Dehydrogenasen unter Anwesenheit von NADH und NADPH statt, aber auch freie
Thiol-Gruppen in der Aminosédure Cystein konnen zu einer verstirkten Umsetzung zu Formazan
fiihren [84,86,128]. Zusitzlich haben Berridge ef al. gezeigt, dass die Zugabe von NADH bzw.
NADPH die Reduktion von MTT zu Formazan steigern kann [86]. Die gemessene Formazan-
Konzentration gibt demnach Aufschluss iiber die metabolische Aktivitit der Zellen, die in der
Folge indirekt einen Schluss auf die Anzahl der vitalen Zellen zulésst. Das trifft jedoch nur zu,
wenn die Bedingungen konstant bleiben und es keine Verdnderungen, zum Beispiel in der meta-

bolischen Aktivitit, gibt [86].

Beziiglich der Rolle von Albumin sind widerspriichliche Informationen in der Literatur auffind-
bar. Funk et al. beschreiben fiir MTT-Tests eine Uberbestimmung, die aus der Anwesenheit von
Albumin resultiert [128]. Hung et al. hingegen berichten von einer Unterbestimmung, wenn Al-
bumin in einer 10 %-igen Konzentration zugegen ist [129]. Die Resultate der vorliegenden Ar-
beit deuten eher darauf hin, dass die These von Funk et al. zutrifft, da die MTT-Ergebnisse fiir
BSA im Vergleich zur Zellzdhlung konstant hohere Werte ergeben haben. Albumin verfiigt also
vermutlich uiber einen Einfluss auf den MTT-Test, der die Differenzen in den Resultaten der bei-

den Messmethoden erklidren kann.

Im niichsten Schritt wird die konstante Uberbestimmung von FUAc genauer erortert. Jabbar et
al. argumentieren, dass der pH-Wert die Resultate des MTT-Tests entscheidend im Vergleich zur
Zellzdhlung beeinflussen kann [130]. Aufgrund der Absenkung des pH-Wertes auf 2 bei der
Herstellung von FUAc lag der Verdacht nahe, das Medium konnte durch die Zugabe von FUAc
angesduert werden und deshalb die Diskrepanz zur Zellzihlung hervorrufen. Um die Hypothese
zu untersuchen, wurde der MTT-Test geringfiigig modifiziert und ausgewertet (siche Ab-
schnitt 3.4). Die Resultate demonstrieren lediglich geringfiigige Differenzen aufgrund des Medi-
umwechsels. Der Einfluss des pH-Wertes scheint in den Experimenten dieser Arbeit nur minimal
zu sein und nicht der ausschlaggebende Faktor fiir die Unterschiede. Diese reichen in keinem
Fall aus, um eine Abweichung von 50 % zu erkliren. Insofern muss die Hypothese verworfen
werden, die den pH-Wert als auslosende Ursache annimmt. Daraus folgt, dass die extrazellulidren
Umstidnde mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht herangezogen werden konnen, um eine Erkldrung
zu finden. Deshalb werden im nédchsten Schritt die intrazelluldren Prozesse der Tumorzellen ge-

nauer betrachtet.

Wie oben beschrieben, hingt die Umsetzung von MTT zu Formazan entscheidend von der meta-
bolischen Aktivitit der Tumorzellen ab. Wenn FUAc einen Einfluss auf den Stoffwechsel der

Zellen besiBe, wire ein direkter Schluss auf die Proliferationsaktivitit der Zellen unzuldssig.
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Luo et al. und Chung et al. erwihnen in ihren Arbeiten, dass die intrazellulire Umwandlung von
FUACc in 5-FU unwahrscheinlich erscheint [71,113]. Wird hypothetisch die Spaltung von FUAc
angenommen, wiirden 5-FU und Acetat entstehen (siehe Abbildung 4 (A), die Reaktion wiirde
riickwérts ablaufen und in der Freisetzung von 5-FU und Acetat miinden anstatt in Chloroacetat).
Acetat wird im Intrazelluldrraum, unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP), kovalent an
das Coenzym A (CoA) durch das Enzym Acetyl-CoA-Synthetase gebunden. Es entsteht Acetyl-
CoA [131]. Acetyl-CoA ist unter anderem ein essentieller Bestandteil der Fettsdure-Synthese
und des Energiestoffwechsels, da es in den Citratzyklus eingeschleust wird. Aus Acetyl-CoA
und Oxalacetat wird Citrat gebildet [132,133]. Bei einem Durchlauf durch den Citratzyklus wer-
den drei Molekiile NADH gebildet. Wie oben erwiéhnt, tragt NADH zur Reduktion von MTT zu
Formazan bei, dessen Absorption photometrisch beim MTT-Test bestimmt wurde. In Uberein-
stimmung mit der Hypothese wird von Liu in der Literatur eine Beschleunigung des Citratzyklus
in Prostatakarzinomzellen aufgrund einer gesteigerten Verfiigbarkeit von Acetyl-CoA beschrie-
ben [134]. Es wird angenommen, dass ein gesteigerter Metabolismus der Tumorzellen nicht

zwangsldufig mit einer vermehrten Zellproliferation einhergeht.

Die MTT-Ergebnisse lassen sich mit der Hypothese der gesteigerten metabolischen Aktivitit
aufgrund eines NADH-Uberschusses gut erkliren. Da bei der Zellzihlung die Anzahl der Tu-
morzellen nachgewiesen wird, hat die metabolische Aktivitit der Zellen keinen Einfluss auf die

Methode.

Gleichzeitig setzt die Hypothese aber die intrazelluldre Spaltung von FUAc in 5-FU und Acetat
voraus. Da das N'-Atom ohne eine Spaltung aus chemischer Sicht voll besetzt wire und da eine
Bindung von Ribose an das N'-Atom des Uracil-Ringes fiir die Wirkung von 5-FU essentiell ist
(siehe Abschnitt 4.2.2), scheint die Spaltung unabdingbar fiir den zytostatischen Effekt von
FUACc zu sein. Die chemische Betrachtung des FUAc-Molekiils und die beobachteten Ergebnisse
von MTT-Test und Zellzdhlung fiihren zu folgender Schlussfolgerung: Entgegen den Publikatio-
nen von Luo ef al. und Chung et al. [71,113] erhiérten die Resultate dieser Arbeit die These, dass
FUACc intrazellulidr in 5-FU und Acetat gespalten wird. Die fiir die zytostatische Wirkung not-
wendige Konversion von FUAc in 5-FU erklart auch die geringere proliferationshemmende Po-
tenz von FUAc gegeniiber 5-FU. Die These muss mit weiteren Experimenten, die den intrazellu-

laren Abbau von FUAc bzw. FUAc-BSA betreffen, genauer untersucht werden.
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4.4 Methodenkritik

Die kritische Auseinandersetzung mit den verwendeten Methoden konzentriert sich auf den
MTT-Test, da die Ergebnisse dieser Methode teilweise im Widerspruch zu den direkten gewon-

nenen Ergebnissen aus der Zellzdhlung stehen.

Der MTT-Test bietet den Vorteil, dass innerhalb kurzer Zeit photometrisch eine grole Anzahl an
Resultaten generiert werden kann. Dariiber hinaus ist das Verfahren relativ einfach durchzufiih-
ren. Zu den Nachteilen zidhlen die grolen Streuungen der 24 h-Messwerte. Die zum Teil relativ
groflen Standardabweichungen lassen sich nach 24 h bei beiden Zelllinien erkennen und werden
deshalb einem methodischen Fehler zugeschrieben. Auch wenn in hochstem Malle auf eine
gleichmifBige Aussaat der Zellen geachtet wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Zahl der Zellen in den einzelnen Wells verschieden war. Dariiber hinaus werden die Tumorzel-
len beim Vorgang des Aussdens durch die vorherige Behandlung mit Trypsin-EDTA einer ge-
wissen Belastung ausgesetzt. Moglicherweise iiberstehen manche Zellen den Arbeitsschritt nicht.
Ein weiterer Grund konnte sein, dass ein gewisser Teil der Zellen nach dem Ausséden lidnger
braucht, um adhérent anzuwachsen und deshalb spiter proliferiert als andere Zellen. Die Werte
nach 48 h, 72 h und 96 h besitzen wesentlich kleinere Standardabweichungen und werden als
verlisslicher betrachtet. Gleichzeitig scheinen gewisse Substanzen, wie in dieser Arbeit BSA und

FUACc, die Umsetzung von MTT zu Formazan zu modifizieren.

Insofern scheint es unumginglich, ein weiteres Verfahren hinzu zu ziehen, damit stichprobenar-
tig die mit dem MTT-Test gewonnenen Resultate {iberpriift werden konnen. Die Bestimmung
von Zellzahlen mittels der Zellzdhlung ist sicher die direkteste Methode, um die Proliferations-
hemmung von Tumorzellen zu untersuchen. Trotzdem ist das Verfahren nur begrenzt praktika-
bel, da es ein langwieriger Prozess ist, bis alle Zellen gelost, gefarbt und gezédhlt wurden. Um fiir
mehrere Zelllinien zu verschiedenen Zeitpunkten Untersuchungen durchzufiihren, ist die Metho-

de der Zellzahlung zu aufwendig. Fiir Stichproben erscheint das Verfahren jedoch sehr sinnvoll.

Fiir die Berechnung der ICso-Werte wurden die verwendeten Konzentrationen 100 uM, 300 uM
und 500 uM herangezogen. Die 95 %-Vertrauensintervalle sind teilweise jedoch relativ weit und
tiberlappen sich. Bei spiteren Untersuchungen wire es sinnvoll, eine grolere Anzahl von Stoft-
konzentrationen zu untersuchen, um die Bandbreite der Vertrauensintervalle fiir die ICso-Werte
einzuschrianken. Allerdings sollten die berechneten ICsp-Werte in dieser Arbeit lediglich einen

Eindruck und eine gewisse Vergleichbarkeit tiber die Wirksamkeit der verschiedenen Agenzien
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vermitteln. Insofern wird die Untersuchung von den drei Wirkstoffkonzentrationen als ausrei-

chend betrachtet, um die gewiinschten Aussagen vornehmen zu kdnnen.

SchlieBlich bleibt zu erwéhnen, dass die in vitro-Experimente ein Modell darstellen, um die
in vivo-Wirksamkeit von 5-FU und dessen Addukten gegeniiber malignen Tumorzellen abzu-
schitzen, aber keine realen Bedingungen zu simulieren vermogen. Unberiicksichtigt bleiben z.B.
die t;;, der 5-FU-Derivate, sodass nicht erfasst werden konnte, ob FUAC-BSA aufgrund seiner
hochstwahrscheinlich gesteigerten t;, gegebenenfalls bessere Resultate erzielt als 5-FU. Dafiir
hitten beispielsweise die 48 h-Werte von 5-FU mit den 96 h-Werten von FUAc-BSA verglichen

werden konnen.

Insgesamt betrachtet hat sich die Erginzung der MTT-Tests mit den Zellzdhlungstest als sinnvoll
erwiesen, um zunichst in vitro einen Eindruck iiber die zytostatische Wirksamkeit von 5-FU und

dessen Addukten zu gewinnen.

4.5 Pharmakologische Aspekte von FUAc-BSA

4.5.1 Applikation und Stabilitit von FUAc-BSA

Bisher wurden der intrazellulire Metabolismus und die Wirkung von 5-FU, FUAc und von
FUACc-BSA bei Tumorzellen betrachtet (sieche Abschnitte 4.2.1, 4.2.2 und 4.2.3). Die Vorausset-
zung fiir die Wirkungen der genannten Agenzien ist jedoch, dass das Tumorgewebe im Orga-
nismus in ausreichender Konzentration erreicht wird. Im folgenden Abschnitt wird auf die Ap-

plikation und die Stabilitdt von FUAc-BSA im Plasma eingegangen.

FUAc-BSA miisste, wie 5-FU auch, intravenos appliziert werden, da das Albumin des FUAc-
BSA bei einer oralen Gabe durch die Enzyme des Verdauungsapparates gespalten
wiirde [71,135]. Somit ist eine orale Gabe von FUAc-BSA nicht in Erwidgung zu ziehen. Ein
entscheidender Nachteil von 5-FU besteht darin, dass es iiber einen langen Zeitraum von 24 h
oder lidnger appliziert wird [32,33,71]. Capecitabin besitzt im Gegenteil dazu die Eigenschaft,
dass es oral eingenommen werden kann [136]. Die Applikation ist deshalb patientenfreundlicher

als die von 5-FU oder von FUAc-BSA.

Des Weiteren ergibt sich die Frage, ob sich FUAc-BSA nach einer intravendsen Applikation
stabil verhalten wiirde. Kim et al. hat mittels in vitro-Experimenten herausgefunden, dass sich

die Bindung zwischen FUAc und humanem Serumalbumin (HSA) als sehr widerstandsfihig
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darstellt. Nach 12 h wurden beim FUAc-HSA lediglich 1,2 % 5-FU abgespalten. Die Art der
Bindung wird leider nicht genauer charakterisiert. Es kann jedoch davon ausgegangen werden,
dass es sich ebenfalls um eine Amid-Bindung handelt [70]. Insofern kann geschlussfolgert
werden, dass auch das FUAc-BSA nach einer intravendsen Applikation weitestgehend

unveriandert bliebe.

4.5.2 Der Weg zu den Tumorzellen sowie die Halbwertszeit und mogliche Strukturverdinde-

rungen von FUAc-BSA

Nach einer i.v.-Applikation von Zytostatika, die Albumin als Carrier-Molekiil verwenden, sind
prinzipiell zwei Wege moglich, um vom Intravasalraum zu den Tumorzellen zu gelangen. Zum
einen kann aufgrund des geringen hydrodynamischen Durchmessers von Albumin der EPR-
Effekt genutzt werden, der in Abschnitt 1.5 beschrieben wurde. FUAc-BSA scheint mit einer

molekularen Masse von ca. 68,5 kDa im Bereich der oberen Grenze zu liegen.

Zum anderen wurde fiir nab-Paclitaxel beschrieben, dass es im intravaskuldren System an gp60-
exprimierende Endothelzellen bindet und mittels Transzytose, in Caveolae transportiert, durch

die Endothelzellen hindurch in den Extravasalraum freigesetzt wird [64].

FUAc-BSA wiirde hochstwahrscheinlich ebenfalls einerseits iiber den EPR-Effekt, andererseits
iiber gp60-vermittelte Transzytose, zu den Tumorzellen gelangen, wenn die native Struktur von
BSA nach der Kopplung von FUACc erhalten bliebe. Dabei stellt sich die Frage, ob das gesamte
FUAc-BSA in Tumorgewebe akkumuliert wird oder ob evtl. auch andere Organe einen gewissen

Teil von FUAc-BSA aufnehmen. Dieser Frage soll folgend nachgegangen werden.

Neben den Beladungsraten von RSA mit MTX (siehe Abschnitt 4.1.3) haben Stehle et al. in ihrer
Arbeit auch das Targeting von MTX-RSA in Abhéngigkeit von der Anzahl gebundener MTX-
Molekiile je Molekiil RSA untersucht. Sie gelangen zu dem Ergebnis, dass die Menge gebunde-
ner MTX-Molekiile entscheidenden Einfluss darauf besitzt, zu welchem Gewebe an Ratten ap-
pliziertes MTX-RSA gelangt. Ist ein Molekiil MTX pro RSA gekoppelt (MTX(1)-RSA), gelangt
das Zytostatikum vorrangig in den Tumor und akkumuliert nach 24 h nur zu 6 % in der Leber.
Bei der Gabe von MTX(3)-RSA befinden sich 12 % nach 24 h in der Leber. Dieser Wert steigert
sich bis zu 60 % nach 24 h bei der Applikation von MTX(20)-RSA. Gleichzeitig sinkt die Menge
an aufgenommenem MTX-RSA durch die Tumorzellen von 25 % fiir MTX(1)-RSA auf 2 % fiir
MTX(20)-RSA [69]. Stehle et al. begriinden ihre Resultate damit, dass durch die Kopplung von

MTX die oberflichliche Ladung von RSA verdndert wird. Die sogenannten Scavenger-
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Rezeptoren von Kupffer-Sternzellen in der Leber binden das ladungsverinderte MTX-RSA,
nehmen es auf und sorgen auf diesem Wege fiir die Akkumulation in der Leber [69]. Dariiber
hinaus wird mit groler Wahrscheinlichkeit auch die native Struktur des Albumins veridndert, was
ebenfalls ein Grund fiir die Anreicherung in der Leber ist, da das in der Leber ansissige retikulo-
endotheliale System fiir die Aufnahme von strukturverdndertem Albumin verantwortlich ist.
Stehle et al. sehen aufgrund ihrer Resultate in der Beladungsrate den entscheidenden Einfluss auf

die Strukturverianderungen an Albumin [53,54,69].

Zusitzlich zieht die Erkennung durch das retikuloendotheliale System und die damit einher ge-
hende Aufnahme, in z.B. Leberzellen, eine Verkiirzung der Zirkulationszeit von albuminbasier-
ten Zytostatika nach sich. Somit wiirde sich bei einer hohen Beladungsrate hochstwahrscheinlich
die Wirkdauer von albuminbasierten Zytostatika wie FUAc-BSA reduzieren. Trotzdem konnten
Chung et al. auch nach 36 h noch 5-FU im Blut von Kaninchen nachweisen, nachdem
FUAc-HSA appliziert worden war [71]. Die Ergebnisse miissen allerdings mit Vorsicht betrach-
tet werden, da die Arbeitsgruppe nicht auf die Beladungsraten von HSA eingeht, sodass der Er-

halt der nativen Struktur nicht abschlieBend beurteilbar ist.

Aus den genannten Argumenten folgt, dass es offenbar eine Begrenzung der Beladungsrate von
Albumin als limitierender Faktor des Tumor-Targetings gibt, die sich als ein Nachteil von Al-
bumin als Carrier erweist. Gleichzeitig wiirde aber aus den genannten Begebenheiten die Chance
resultieren, ein albumingebundenes Zytostatikum, wie FUAc-BSA, in Abhingigkeit von der Be-
ladungsrate unterschiedlichen Korperorganen bevorzugt zuzufiihren. Eine starke BSA-Beladung
mit FUAc-Molekiilen konnte vermutlich ein Targeting zu Lebertumoren ermdglichen, wihrend
eine geringere Beladungsrate fiir Tumoren anderer Gewebe, wie z.B. das Mammakarzinom, ein-

gesetzt werden konnte.

Dariiber hinaus haben Chung et al. in Tierexperimenten herausgefunden, dass sich nach der in-
travenosen Applikation von FUAc-HSA an Kaninchen bereits nach einer Zeit von 30 min 5-FU
im Gehirn nachweisen ldsst, wihrend bei der Gabe von reinem 5-FU kein Wirkstoff nachgewie-
sen werden konnte. Daraus wird deutlich, dass FUAc die Blut-Hirn-Schranke passieren kann,
wenn es an das Triagermolekiil Albumin gebunden wird [71]. Kremer et al. unterstiitzt diese The-
se einer gesteigerten Zuginglichkeit von albumingebundenen Substanzen mit seiner Arbeit. Er
hat 5-aminofluorescein (AFL), einen Farbstoff, in einem molaren Verhiltnis von 1:1 an HSA
gebunden und zwischen 0,5 — 4 Tage vor einer Operation eines Gehirntumors iiber einen Zeit-
raum von 5 — 10 min appliziert. In 84 % der Operationen konnte das Tumorgewebe mittels eines

Argon-Lasers, der eine Wellenldnge von A =488 nm ausgesandt hat, angeregt werden. Folglich



4 Diskussion 85

konnte das Tumorgewebe besser erkannt werden. Die Arbeiten von Chung et al. und Kremer et
al. werfen die Frage auf, ob Gehirntumore zukiinftig unter anderem mit FUAc-BSA oder FUAc-

HSA behandelt werden konnten.

Nichtsdestotrotz sollten Verdnderungen der nativen Struktur von Albumin vermieden werden,
um das Tumorgewebe als primires Ziel mittels eines albumingebundenen Wirkstoffes, wie
FUACc-BSA, zu erreichen. Je weniger strukturelle Abweichungen aufgrund der Kopplung eines
einzelnen FUAc-Molekiils entstehen, desto mehr FUAc-Molekiile konnen insgesamt gekoppelt

werden, ohne dass sich die Struktur des FUAc-BSA vom nativen BSA unterscheidet.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die kovalente Kopplung von FUAc einen Ein-
fluss auf die native Struktur von BSA besitzt und falls ja, ob es in dem gleichen Maf3e die native
Struktur verdndert wie andere albuminbasierte Zytostatika, wie MTX beim MTX-RSA oder
Paclitaxel beim nab-Paclitaxel oder beim Paclitaxel-HSA. Um einer Antwort auf diese Frage

niher zu kommen, werden zunichst die Molekulargewichte der einzelnen Zytostatika betrachtet.

5-FU besitzt ein Molekulargewicht von 130,08 Da [102] und reines FUAc hat aufgrund der
Kopplung von Essigsdure ein Molekulargewicht von 188,1 Da (Abschnitt 4.1 und 4.1.2). Im
Vergleich dazu verfiigt MTX {iiber ein zwei- bis dreifach hoheres Molekulargewicht von
454,5 Da [137] und Paclitaxel (C47Hs5;NO\4) sogar iiber eine vier- bis fiinffach hohere molekula-
re Masse von 853,9 Da [64]. Stehle er al. empfiehlt eine 1:1-Kopplung von MTX und RSA fiir
MTX-RSA, um die Veridnderung der nativen Struktur moglichst gering zu halten. Bereits fiinf
gebundene MTX-Molekiile fithren zu einer starken Verdnderung der nativen Struktur [69]. Fiir
Paclitaxel treten bei der Bindung an Albumin aufgrund der verhéltnisméBig grofen Molekiilmas-
se und der damit einhergehenden Molekiilgrole vermutlich noch stirkere Abweichungen auf.
Nab-Paclitaxel bindet ca. 8,5 Molekiile Paclitaxel je Albumin-Molekiil, unterscheidet sich aber
von MTX-RSA, HSA-Paclitaxel und FUAc-BSA dadurch, dass um das Trigerprotein Albumin
eine weitere Schicht aus nativen Albumin in Form eines Nanopartikels synthetisiert

wurde [46,64].

Aufgrund der geringen molekularen Masse von reinem FUAc im Vergleich zu reinem Paclitaxel
oder reinem MTX ist es wahrscheinlich, dass im Vergleich zu anderen albuminbasierten Zytosta-
tika mehr Molekiile FUAc kovalent an BSA gebunden werden konnen, ohne dass die native
Struktur des BSA verindert wird. Die ersten Resultate weiterfithrender Untersuchungen mittels
Zirkulardichroismus-Spektroskopie lassen vermuten, dass die native Struktur von BSA nach der

kovalenten Bindung von FUAc nur geringfiigig verdandert wird (Abbildung 35, sieche Anhang).
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Insofern erscheint eine Kopplung eines kleinen Molekiils wie FUAc sinnvoller zu sein, um die

native Struktur des BSA beizubehalten.

Insgesamt betrachtet ist die t;» von Albumin (BSA/HSA) im Plasma nach einer Beladung mit
FUACc in Vergleich zu reinem Albumin vermutlich reduziert, da die native Struktur verdndert
wiirde und zu einer Erkennung durch das retikuloendotheliale System fiihrte. Trotzdem ist die t;
mit groBer Wahrscheinlichkeit wesentlich lidnger als die von reinem 5-FU bzw. die von Capeci-
tabin(-metaboliten) mit ca. 50 min — 3 h [36]. Die wesentlich lingere Wirkdauer von albuminge-
bundenem FUAc in Kombination mit der Selektivitit fiir Plasmaproteine seitens der Tumorzel-
len wiirde vermutlich die Applikationsintervalle fiir die Patienten wesentlich angenehmer werden

lassen und dariiber hinaus moglicherweise zu weniger unerwiinschten Nebenwirkungen fiihren.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die zytostatische Wirkung von FUAc-BSA wirkt zunichst vielversprechend. Die Brustkrebszel-
len, insbesondere die mABP-exprimierenden, haben sehr gute Wachstumsinhibitionen gezeigt,
die sich anndhernd auf einem Level mit 5-FU bewegen. Die Kopplung an Albumin als Carrier
verspricht zudem in vivo ein Targeting zu den Tumorzellen und eine verldngerte t;,, die mog-
licherweise mit weniger Nebenwirkungen behaftet wiére als eine Therapie mit Capecitabin oder
reinem 5-FU. Die gesteigerte t;, hitte moglicherweise den Effekt, dass die Tumorzellen auf-

grund der lidngeren Exposition durch das Zytostatikum bessere Ansprechraten zeigen.

In weiteren Experimenten wurde mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie begonnen zu prii-
fen, wie sich die native Struktur nach der kovalenten Kopplung von FUAc an Albumine @ndert.
Eine weitere mogliche Methode zur Aufkldrung der Proteinkonformation wire zum Beispiel eine
Rontgenstrukturanalyse. In Zusammenhang damit erscheint es moglicherweise sinnvoll, das Syn-
theseprotokoll an gewissen Stellen zu variieren, um geringere Beladungsverhiltnisse von Al-
bumin mit FUAc zu erreichen, was nach Stehle er al. als essentiell fur in vivo Versuche be-
schrieben wurde. Im néchsten Schritt konnten in vivo Experimente erfolgen, um einerseits die
Plasma-t;, exakt zu bestimmen, aber auch die zytostatische Potenz von FUAc-Albumin auf Tu-

moren im Tiermodell genauer zu evaluieren.

In dieser Arbeit wurde als Modellsubstanz fiir Albumin-Carrier BSA verwendet. Aufgrund der

groBen Homologie zum HSA konnte BSA jedoch hochstwahrscheinlich ohne grolen Aufwand
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durch HSA ersetzt werden, um die Wirkungen und Nebenwirkungen in klinischen Studien zu

priifen.

Des Weiteren konnte die Rolle von mABP fiir die Aufnahme von albuminbasierten Zytostatika
untersucht werden. Bei zukiinftigen Experimenten wire es interessant herauszufinden, wie Zel-
len reagieren, wenn sie lediglich SPARC und kein mABP exprimieren bzw. welchen Effekt
FUAc-BSA bei Tumorzellen erreicht, die sowohl SPARC als auch mABP auf ihrer Oberfldche
tragen. Die Mammakarzinom-Linie MCF-7 wiirde sich als Modell fiir solche Experimente anbie-
ten. Moglicherweise konnte sich das mABP langfristig als ein Marker fiir die Reaktion von Tu-
moren auf albuminbasierte Zytostatika etablieren. Bei Biopsien konnten Pathologen gezielt nach
der Expression von mABP suchen und, im Falle einer Anwesenheit von mABP, darauf verwei-
sen, dass eine albuminbasierte Zytostatika-Therapie vermutlich gute Ansprechraten erzielen

wiirde. Ahnliches wird gerade fiir Expression von SPARC erforscht.

Weiterhin fiel auf, dass zum Teil groBle Diskrepanzen zwischen MTT-Test und Zellzdhlung auf-
traten. Insofern kann die Empfehlung ausgesprochen werden, dass neben einem indirekten, me-
tabolischen Test auf Zellvitalitiat zusitzlich ein direkter Test gewihlt werden sollte. Die Zellzih-
lung eignet sich bestens dafiir, stichprobenartig die Ergebnisse des MTT-Tests oder anderer
Stoffwechseltests zu iiberpriifen. In groBerem Umfang erscheint die Zellzdhlung jedoch zu auf-
wendig. In Zusammenhang mit den Differenzen von Zellzihlung und MTT-Test wurde zudem
die Hypothese der Spaltung von FUAc in 5-FU und Acetat aufgestellt, die die experimentellen
Beobachtungen widerspruchsfrei erklart. Trotzdem sollten weitere Untersuchungen erfolgen, die

den intrazellularen Abbau von FUAc bzw. FUAc-BSA/HSA untersuchen.

In Zeiten, in denen das Gesundheitssystem geprigt ist von Kostendruck und 6konomischer Effi-
zienz, spielen nicht zuletzt die monetdren Aspekte eine wichtige Rolle fiir die Umsetzbarkeit
eines Projektes in die Praxis. Dazu ldsst sich restimieren, dass die Synthese von FUAc-BSA
nicht allzu aufwendig ist, die benotigten Agenzien kostengiinstig erstanden werden konnen und
die Herstellung von FUAc-BSA auflerdem zuverldssig funktioniert. Natiirlich liegt der Kosten-
aufwand hochstwahrschlich hoher als bei einer Applikation von reinem 5-FU, zumal fiir die Ap-
plikation bei Menschen vermutlich auf HSA als Carrier gewechselt werden miisste. Die Frage,
ob die Mehrkosten fiir die Modifikationen an 5-FU gerechtfertigt sind und in der Gegeniiberstel-
lung zum Wohlergehen des Patienten bewertet werden sollten, beriihrt ethische Diskussions-

punkte, die in dieser Arbeit nicht behandelt werden konnen.
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Moglicherweise wiirden die Patienten jedoch weniger Nebenwirkungen unterliegen und der Ge-
brauch von zusitzlichen Medikamenten konnte gesenkt werden, was die Ausgaben an anderer
Stelle wiederum senken wiirde. Insofern sind vermutlich mehrere Jahre weiterer Forschung not-
wendig bis FUAc-BSA/HSA in der klinisch-praktischen Titigkeit der Arzte Einzug hilt. In An-
betracht der ermittelten Daten dieser Arbeit erscheint es jedoch hochgradig sinnvoll, die For-

schung mit albumingebundenem FUAc voranzutreiben.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: 5-Fluorouracil (5-FU) ist ein Zytostatikum, das in der Klinik z.B. fiir die Therapie
des Mamma- bzw. des kolorektalen Karzinoms eingesetzt wird. Die Nebenwirkungen, die es bei
Patienten verursacht (z.B. Hand-FuB3-Syndrom, etc.), und lange Applikationszeiten, die aufgrund
einer kurzen Plasma-t;,; notwendig sind, bedeuten allerdings erhebliche Nachteile. Die
genannten Schwichen der Therapie mit 5-FU konnten vermutlich mit Hilfe eines passenden
Carriers behoben werden. Albumin bietet sich als Transportmolekiil an, weil es iiber eine lange
Plasma-t;,, von ungefihr 19 Tagen verfiigt und dariiber hinaus gezeigt wurde, dass Tumorzellen

Albumin endozytieren und im Intrazelluldrraum durch lysosomale Enzyme abbauen.

Methodik: Zunichst wurde 5-FU modifiziert, indem am N'-Atom des Uracil-Ringes eine Me-
thyl-Carboxyl-Gruppe gebunden wurde. Das Reaktionsprodukt (FUAc) wurde im néchsten
Schritt mit Hilfe der Carbodiimid-Methode kovalent an die Modellsubstanz BSA gekoppelt, so-
dass FUAc-BSA entstand. Der Syntheseerfolg wurde mittels 'H-, C- und "“F-NMR-
Spektroskopie sowie MALDI-ToF untersucht. MTT-Tests, Zellzihlungstests und CLSM-Studien
wurden mit Tumorzellen der Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D durchgefiihrt, um das zytosta-

tische Potential und die zelluldre Aufnahme von FUAc-BSA einzuschitzen.

Ergebnisse: Die molare Masse von FUAc-BSA (68.508 Da) war im Vergleich zu BSA
(66.306 Da) um ca. 2.200 Da gesteigert, was einer Kopplung von durchschnittlich 12 Molekiilen
FUACc je BSA-Molekiil entspricht. Sowohl die Resultate des MTT-Tests als auch des Zellzih-
lungstests lassen erkennen, dass die Proliferationshemmung bei mABP-exprimierenden Zellen
(T-47D) durch FUAc-BSA der durch 5-FU idhnelt. Fiir Zellen der Linie MDA-MB-231 (keine
mABP-Expression) ist ein schwicherer zytostatischer Einfluss feststellbar. Die Resultate deuten
an, dass mABP eine wichtige Rolle fiir die Wirkung albuminbasierter Zytostatika spielen konnte.
Fiir FUAc war im MTT-Test bei beiden Zelllinien eine Uberbestimmung der Zellvitalitit gegen-
tiber dem Zellzdhlungstest feststellbar. Diese Beobachtung kann unter der Annahme einer intra-
zelluldaren Spaltung von FUAc in 5-FU und Acetat, mit der anschlieBenden Aktivierung des Ci-

tratzyklus, begriindet werden.

Schlussfolgerung: FUAc-BSA wiirde im klinischen Einsatz voraussichtlich gewisse Vorteile

gegeniiber 5-FU aufweisen, wie eine ldngere Plasma-t;,, und eine spezifische Aufnahme durch
Tumorzellen bei vergleichbarer Wirksamkeit. Eine Untersuchung auf die Expression von mABP

konnte ausschlaggebend fiir eine wirksame Behandlung mit albuminbasierten Zytostatika sein.
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7 Anhang

7.1 19F-NMR-Spektroskopie von FUAc
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Abbildung 34: F-NMR-Spektrum von FUAc in DMSO-d,. Auf der x-Achse ist die chemische Verschiebung
O [ppm] aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Signalintensitit [a.u.] abgebildet. Die blauen Zahlen am oberen Rand
der Abbildung geben den Wert fiir die chemische Verschiebung & [ppm] wieder.

Die Abbildung zeigt ein einzelnes zusammenhingendes Signal mit einer chemischen Verschie-
bung & von -170,15 ppm. Das Signal ist in vier Peaks aufgespalten. Es handelt sich dabei um ein
Dublett von einem Dublett, das auf folgende Weise entsteht. Ein erstes Dublett tritt durch eine
Js-Kopplung mit 6,4 Hz auf, die mit der J3-Kopplung aus der 'H-NMR-Spektroskopie (6,8 Hz)
korrespondiert und durch das Wasserstoffatom hervorgerufen wird, das am C®-Atom von FUAc
gebunden ist (sieche Abbildung 5). Ein zweites Dublett resultiert aus einer J,-Kopplung mit
4,7 Hz, die mit der J,-Kopplung aus der 1H—NMR—Spektroskopie (5,1 Hz) anndhernd iiberein-
stimmt und durch das Wasserstoffatom am N*-Atom von FUAc verursacht wird. Abweichungen
von 10 % zwischen J-Kopplungs-Wertepaaren liegen in einem akzeptablen Bereich. Das zweite
Dublett fiihrt also dazu, dass das erste Dublett ein weiteres Mal aufgespalten wird. In der Folge

entstehen insgesamt vier Peaks, die die erfolgreiche Synthese von FUAc aus 5-FU zeigen.
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7.2 p-Werte fiir Zelllinie MDA-MB-231
24 h
Tabelle 13: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 24 h-Ergebnissen der MDA-MB-231-Zellen.
FUAc- | FUAc- | FUAc-
5-FU, | 5-FU, | 5-FU, | FUAc, | FUAc, | FUA, BSA, | BSA, | BSA,
CTL BSA, BSA, | BSA,
100 uM | 300 pM | 500 pM | 100 uM | 300 uM | 500 uM 100 uM | 300 uM | 500 uM
100 uM | 300 uM | 500 uM
0,009 | 0914 | 06568 | 02829 | 0,0098 | 0,011 | 00065 |<0,0001 | <0,0001 |<0,0001 |<0,0001 | <0,0001
5-FU, 100 uM 0,0083 | 00464 | 00149 | <0,0001 | <0,0001 [ 09755 | 0,0149 | 0,0054 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001
s-FU300pM |- 0,6901 | 0,1769 | 0,0089 | 0,001 | 00047 |<0,0001 | <0,0001 [ <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
s-FUs00pM |- - 04182 | 00159 | 0,002 | 0,048 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
FUAc, 100uM | - - - 0,1605 | 00552 | 00068 | 00041 | 00041 | 0,002 | 00002 | 0,0006
FUAc,300pM | - - - - 0,5877 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,1339 | 0,0356 | 0,1134
FUAc, 500 uM | - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 03948 | 0,104 0,29
FUAC-BSA,
- - - - - - 0,002 | 0,0067 |<0,0001 |<0,0001 | <0,0001
100 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,2992 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA,100 uM - - - - - - - - - 0,943
BSA,300 uM - - - - - - - - -
BSA,500 uM E - - - - - - - E
48 h

Tabelle 14: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 48 h-Ergebnissen der MDA-MB-231-Zellen.

FUAc- | FUAc- | FUAc-
5.FU, | 5FU, | 5FU, | FUAc, | FUAc, | FUAc, BSA, BSA, BSA,
CTL BSA, BSA, BSA,
100puM | 300 uM | S00uM | 100puM | 300uM | 500 uM 100puM | 300uM | 500 uM
100puM | 300 uM | 500 uM
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 06202 | 0,0059 | 0,0145 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,9687 | 0,2936 | 0,8197
5-FU, 100 uM 0,032 | 0,0065 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0003 | <0,000I | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 300 uM - 0,4249 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 500 uM - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
FUAGc, 100pM | - - - 0,0422 | 0,0805 | 0,0028 | <0,0001 | <0,0001 | 0,3724 | 0,1007 | 0,2796
FUAG, 300 puM | - - - - 07179 | 0,0223 | 0,0002 | 0,0003 | 0,0057 | <0,0001 | 0,0011
FUAGc, 500puM | - - - - - 0,0089 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0146 | 0,0002 | 0,0023
FUAC-BSA,
. . . B B B 0,0046 | 0,0027 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
100 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,6156 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
. . . N N N N . <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA,100 uM - - - - B B B - - 0,597
BSA,300 uM - - - - - - - - -

BSA.500 uM
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72 h
Tabelle 15: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 72 h-Ergebnissen der MDA-MB-231-Zellen.
FUAc- | FUAc- | FUAc-
5-FU, | 5-FU, | 5-FU, | FUAc, | FUAc, | FUAc, BSA, | BSA, | BSA,
CTL BSA, BSA, BSA,
100 uM | 300 uM | 500 M | 100uM | 300 uM | 500 uM 100 M | 300 uM | 500 uM
100 M | 300 uM | 500 uM
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0297 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,8197 | 03086 | 0,7953
5-FU, 100 uM 0,0277 | 0,0177 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU,300p)M | - 0,0267 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU,500p)M | - E <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
FUAc, 100pM | - - - 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0321 | 0,0035 | 03652
FUAc,300pM | - - - - 0,001 | 0011 | 00001 |<0,000l |<0,0001 |<0,0001 | 0,0006
FUAc,500uM | - E E E - 03439 | 0,0567 | 0,0026 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
FUAC-BSA,
- - - - - - 0,0164 | 0,0006 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
100 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,1551 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA,100 uM - - E E E E E - - 0,5693
BSA,300 uM - - - - - - - - -
BSA,500 uM - - - - - - - -
96 h

Tabelle 16: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 96 h-Ergebnissen der MDA-MB-231-Zellen.

FUAc- | FUAc- | FUAc-
5FU, | 5FU, | 5FU, | FUAc, | FUAc, | FUAc, BSA, BSA, BSA,
CTL BSA, BSA, BSA,
100pM | 300uM | S00puM | 100puM | 300uM | 500 uM 100puM | 300uM | 500 uM
100puM | 300 uM | 500 uM
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0025 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0145 | 03815 | 0,1177
5-FU, 100 uM <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 300 uM B <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 500 uM B B <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
FUAc, 100pM | - B B <0,0001 | <0,0001 | 0,0011 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,000 | 0,0515
FUAG, 300 puM | - B B B <0,0001 | <0,0001 | 0,0158 | 0,8885 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
FUAG, 500puM | - B B B B <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
FUAC-BSA,
- - - - - - 0,0586 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
100 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,0303 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
N N N N N N N . <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA, 100 uM - - - B B B B - - 0,0002
BSA, 300 uM - - - - - - - - -

BSA, 500 uM
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7.3 p-Werte fiir Zelllinie T-47D
24 h
Tabelle 17: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 24 h-Ergebnissen der T-47D-Zellen.
FUAc- FUAc- FUAc-
5-FU, | 5-FU, | S5-FU, | FUAc, | FUAc, | FUAc, BSA, BSA, BSA,
CTL BSA, BSA, BSA,
100 uM | 300puM | 500 uM | 100 uM | 300pM | 500 uM 100 uM | 300 uM | 500 uM
100 uM | 300 uM | 500 uM
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0103 | 0316 | 05031 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,6654 | 03729 | 0,0381
5-FU, 100 uM 05512 | 03173 | 00082 | 00007 | 00008 | 05513 | 0.1893 | 0,0978 | <0,0001 [ 0,0007 | 0,0027
5-FU, 300 uM - 06156 | 00437 | 00078 | 00068 | 0952 | 0058 | 00288 | 0,0002 | 00044 | 00171
5-FU, 500 uM - - 0,0706 | 0,0085 | 00097 | 05072 | 00177 | 0011 | 00006 | 00075 | 00278
FUAc, 100 uM - - - 03653 | 02339 | 00191 | 00002 | <0,0001 | 0,729 | 04172 | 0,6442
FUACc, 300 uM - - - - 0,5692 | 0,0038 | 0,0005 | 00004 | 04818 |>0,9999 | 0,6347
FUAc, 500 uM - - - - - 0,0012 | <0,0001 | <0,0001 | 06832 | 0,7633 | 0,4095
FUAc-BSA,
- - - - - - 0,0249 | 0006 | <0,0001 | 00021 | 0,0057
100 pM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,365 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA, 100 uM - - - - - - - - - 0,1894
BSA, 300 uM - - - - - - - - -
BSA, 500 uM - - - - - - - - -
48 h

Tabelle 18: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 48 h-Ergebnissen der T-47D-Zellen.

FUAc- | FUAc- | FUAc-
5-FU, | S-FU, | S5-FU, | FUAc, | FUAc, | FUAc, BSA, BSA, BSA,
CTL BSA, BSA, BSA,
100pM | 300uM | S00puM | 100puM | 300uM | 500 uM 100uM | 300 uM | 500 uM
100 uM | 300 uM | 500 uM
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 00811 | 0,0045 | 0,001 |<0,0001 | <0,000I | <0,0001 | 0,031 | 00175 | 0,004
5-FU, 100 uM 0,7634 | 0,1893 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0344 | 04172 | 04092 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 300 uM B 04247 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0163 | 0,9307 | 0,7531 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 500 uM B B <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,001 | 04326 | 0,5783 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
FUAc, 100pM | - B B 0,8044 | 0,5158 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,5875 | 0,7531 | 0,8462
FUAG, 300uM | - B B - 0,7634 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 03796 | 0,3305 | 0425
FUAG, 500puM | - B B B B <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,2288 | 0,1673 | 0,1511
FUAC-BSA,
- - - - - - 0,0017 | 0,0022 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
100 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,5241 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA, 100 uM B B B B B B B - - 0,9095
BSA, 300 uM B B B B B B B - -

BSA, 500 uM
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Tabelle 19: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 72 h-Ergebnissen der T-47D-Zellen.
FUAc- | FUAc- | FUAc-
5FU, | 5FU, | 5FU, | FUAc, | FUAc, | FUAc, BSA, | BSA, | BSA,
CTL BSA, BSA, BSA,
100 M | 300 uM | 500uM | 100pM | 300 uM | 500 pM 100 pM | 300 uM | 500 uM
100 pM | 300 uM | 500 uM
<0,0001 [ <0,0001 | <0,0001 | 0,1177 | 0881 | 00011 |<0,0001 | <0,0001 [ <0,0001 | 0,0484 | 0,1808 | 0,043
5-FU, 100 uM <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,006 | 0,0819 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5FU,3000M | - 0,1063 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0009 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5FU,5000M | - E <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,000I | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
FUAc, 100pM [ - E E 03239 | 01759 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0066 | 0.0268 | 0,733
FUAc,300puM | - E E E 0,017 | <0001 | <0,0001 | <0,0001 | 00215 | 0,1436 | 02134
FUAc, 500uM | - E E E E <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0005 | 0,012 | 04569
FUAC-BSA,
- - - - - - 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
100 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,0027 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA, 100 uM E E E E E E E - - 0,0101
BSA, 300 M E E E E E E E - -
BSA, 500 M E E E E E E E - -
96 h

Tabelle 20: MTT-Test: Berechnete p-Werte aus 96 h-Ergebnissen der T-47D-Zellen.

FUAc- | FUAc- | FUAc-
5FU, | 5FU, | 5FU, | FUAc, | FUAc, | FUAc, BSA, BSA, BSA,
CTL BSA, BSA, BSA,
100pM | 300uM | S00puM | 100puM | 300uM | 500 uM 100puM | 300uM | 500 uM
100puM | 300 uM | 500 uM
<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,1657 | 0,0054 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,8442 | 0,0715 | <0,0001
5-FU, 100 uM <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0641 | 0.6634 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 300 uM B 0,0183 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
5-FU, 500 uM B B <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
FUAc, 100pM | - B B 0,024 | 0,0078 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,1473 | 0,4173 | 0,0082
FUAG, 300 puM | - B B B 0,1096 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0055 | 0,0568 | 0,1988
FUAG, 500puM | - B B B B <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0002 | 0,0047 | 0,8046
FUAC-BSA,
- - - - - - 0,0006 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
100 uM
FUAC-BSA,
- - - - - - - 0,0664 | <0,0001 | <0,0001 | < 0,0001
300 uM
FUAC-BSA,
N N N N N N N . <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
500 uM
BSA, 100 uM - - - B B B B - - 0,0002
BSA, 300 uM - - - - - - - - -

BSA, 500 uM
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7.4 Resultate der Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie)®
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Abbildung 35: Zirkulardichroismus-Spektroskopie von BSA und FUAc-BSA. Jeweils verglichen wurden BSA
(schwarze Linie) mit FUAc-BSA (rote Linie). Dariiber hinaus ist die Differenz zwischen beiden Substanzen veran-
schaulicht (blaue Linie). Auf der x-Achse ist die Wellenlédnge aufgetragen, auf der y-Achse ist die molare Elliptizitét
0, dargestellt. Die Messungen wurden mit dem Gerédt JASKO J-720 Japan durchgefiihrt. Legende: A: bei 20 °C, B:
bei 80 °C, C: bei 20 °C nachdem auf 80 °C erhitzt wurde.

® Die Messungen der CD-Spektroskopie wurden mit der Unterstiitzung von Heike Nikolenko, AG Peptide-Lipid

Interaction, im Leibniz-Institut fiir molekulare Pharmakologie, Berlin Buch, durchgefiihrt.
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