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V. Zusammenfassung — Abstract

IV.l. Zusammenfassung

Zur Therapie maligner Tumoren werden Zytostatikae wWas Tubulin-bindende Paclitaxel
(PTX), genutzt. Deren Anwendung wird jedoch duropeBschaften wie einer geringen Wasser-
l6slichkeit und der nicht tumorspezifischen Wirkengise eingeschrankt. Drug-Targeting-
Systeme, beispielsweise synthetische Polymere,t&iingie Administration vereinfachen und
die Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe erh6hem Ehemisch variables Polymer ist dendriti-
sches Polyglycerolsulfat (dPGS), welches mit Woksn (PTX) und Fluorochromen (Indocar-
bocyanin [ICC]) konjugiert werden kann. dPGS wuntdeitro als gut vertraglich evaluiert und
erfullt Anforderungen an Drug-Targeting-Systeme.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersualerden, ob dPGS als potentielles
Drug-Targeting-System genutzt werden kann.

Dazu wurde die Therapie von humanen Lungentumaretei Maus mit dPGS ausgewertet und
die Tumoren hinsichtlich der Proliferation und Apmge immunhistochemisch untersucht. An-
hand eines Screenings von 14 kovalenten dPGS-ayikestkonjugaten wurde ein Konjugat
(dPGS-PTX) ausgewahlt und hinsichtlich der Konzatidns-Wirkungs-Beziehunm vitro un-
tersucht (MTT-Test). Die Analyse der zellularen Aatime und Elimination von dPGS-PTX
erfolgte durch Fluorochrom-Markierungen (dPGS-PTC). Erganzend wurden Zellzyklusana-
lysen und immunhistochemische Darstellungen vorulimlalurchgefiihrt. Unsulfatiertes dendri-
tisches Polyglycerol (dPG) wurde als Kontrollpolyngenutzt.

Die Behandlung der Tumoren nit= 30 mg/kg Korpergewicht dPGS verminderte den Media
der relativen Tumorvolumina und wies keine unervetitesn Arzneimittelwirkungen auf. Die
Proliferation in den Tumorgeweben wurde signifikeetluziert und die mediane Apoptose er-
hoht. Durch eine Alcianblaufarbung wurde dPGS lhagfisch in den tumorumgebenden Binde-
geweben nachgewiesen. Das dPGS-PTX-Konjugat wies teilweise signifikant verminderte
Zytotoxizitat bei Tumorzellen und nicht-malignenli2a auf. Wahrend die Fluoreszenzzunahme
von dPGS-PTX-ICC in den Tumorzellen linear erfo]dighrte die dPG-PTX-ICC-Inkubation
erwartungsgemal zu vergleichbar geringen Fluoresrewie die Negativkontrollen. Dennoch
zeigte dPG-PTX eine unerwartete zytotoxische Wigkudie histologisch durch Tubulindarstel-
lungen bestatigte wurde.

Die Beeinflussung der Tumorvolumina, der Nachweais 4PGS im tumorumgebenden Binde-

gewebe und die gute Vertraglichkeit des dPGS deeitem erfolgreiche Anwendung an. Még-

Vil



licherweise sind die Sulfatgruppen fur die Wirkuggsentiell und fihren zu einer Bindung von
Wachstumsfaktoren. Die trotz fehlender Aufnahme die&-PTX-ICC-Konjugates nachgewie-
sene Wirkung des dPG-PTX liel3 auf eine FreisetdasgPTX von dPG und dPGS schliel3en.
Wahrend dPGS pharmakologische Voraussetzungen igirWkiterentwicklung als Drug-
Targeting-System erfillte, stellte dPGS-PTX keimeignete Verbindung zum Drug-Targeting

dar.

IV.Il. Abstract

Cytostatic drugs such as tubulin-binding drug paxél (PTX) are used for chemotherapy. Their
applicability is limited due to their low water-siiility and non-specific modes of action. It has
been proposed that drug-targeting systems suchlan@rs may overcome these difficulties and
may increase drug concentrations within the tachéssues. A suitable synthetic polymer is
dendritic polyglycerol sulfate (dPGS), as it can fhectionalised with cytostatic drugs
(e.g. PTX) and fluorochromes (indocarbocyanine [d@€]). dPGS has been proven to be non-
toxic in vitro and meets general requirements of drug-targetisgss.

The present work examined whether dPGS represesntisadle drug-targeting system.

Using a mouse xenograft model, human lung tumowe wreated with dPGS and tumour tis-
sues were analysed immunohistochemically regardnotiferation and apoptosis. Based on a
screening assay of 14 conjugates, dPGS-PTX wasohas lead candidate. fts vitro dose-
response curve was determined in different cedidiand its cellular uptake and clearance kinet-
ics were determined using dPGS-PTX-ICC. Additionatkll cycle analysis and tubulin staining
were performed. Non-sulfated dendritic polyglycei@PG) was used as control throughout the
experiments.

Treatment of lung tumours with dPGS (30 mg/kg beaairght) reduced the median of relative
tumour volumes whilst not inducing toxic side efenalysis of tissues revealed that prolifera-
tion was significantly reduced and median apoptesis increased. Using Alcian blue staining,
dPGS was visualized in the tissues surroundingumurs. The dPGS-PTX-conjugate exhibit-
ed a reduced cytotoxicity compared to PTX in batindur and non-malignant cells. Intracellular
fluorescence of tumour cells treated with dPGS-RTK- increased linearly over time, whilst
cells incubated with dPG-PTX-ICC exhibited fluoresce values comparable to those of un-

treated cells. The unexpected cytotoxic effectPGePTX was confirmed via histological stain-

ing.



Due to its ability to influence lung tumour volumés accumulation in tissues surrounding tu-
mours, and its lack of toxic side effects dPGSesents a promising drug-targeting candidate. It
may be the presence of sulfate groups, which magdgmonsible for the observedvivo tumour
response. As possible mode of action, binding ofwgn factors is proposed, yet this warrants
further investigation. Despite a minimal uptaked®iG-PTX-ICC in malignant cells, cytotoxicity
was observed for dPG-PTX. This can be attributed the release of PTX from
dPG-PTX-conjugate.

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

conjugate with PTX, dPGS-PTX does not represempgticable conjugate.



1. Einleitung

1.1. Definition und Entstehung maligner Tumoren

1.1.1.Definition maligner Tumoren

Maligne Tumoren sind Gewebe, die unabhéngig voaragh Wachstumssignalen proliferieren
konnen und gegenuber wachstumshemmenden Einflisssstent sind [1]. Neben einer
Apoptoseresistenz weisen sie die Fahigkeit zur Masserung und Angiogeneseinduktion
auf [1, 2]. Weitere Kennzeichen sind eine genonasktstabilitat, ein vom Normalgewebe ab-
weichender Metabolismus, tumorunterstitzende Entztigsreaktionen und die Moglichkeit,
der Immunreaktion zu entgehen [2]. Die Differenareg maligner von benignen Tumoren, wel-
che auch Eigenschaften maligner Tumoren aufweigemdn [3], erfolgt durch das invasive
Wachstum und die Metastasierung [3].

Histologisch stellt ein maligner Tumor ein hetenoge Gewebe dar, welches aus unterschiedlich
differenzierten Tumorzellpopulationen und nicht-igiaén Zellen besteht [1]. Der Tumor wird in
seinem Wachstum und der Progression durch immun&tanie Zellen und Entziindungsreakti-

onen, assoziierte Fibroblasten, EndothelzellenRerizyten beeinflusst [1, 2, 4].

1.1.2.Grundlagen der Pathogenese maligner Tumoren

Mutationen

Die Beeinflussung von Zellwachstum und -eigensemaérfolgt durch Mutationen der Desoxy-
ribonukleinsaure (DNA) oder infolge pathologisch&bweichungen der Proteinbiosynthese.
Maligne Tumoren entstehen durch Transformationeiner einzelnen Zelle [5] nach Einfluss
von physikalischen (ionisierende Strahlung), chehes (polyzyklische Kohlenwasserstoffe)

oder biologischen (Humane Papillomaviren) Mutageeén

Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene

Proto-Onkogene, deren Genprodukte die Proliferatien Zellzyklus und die Apoptose regulie-
ren, kénnen zu Onkogenen verédndert werden [7].pB#es flir Onkogene sind Gene fir Wachs-
tumsfaktoren und -rezeptoren bzw. Rezeptortyrosasen, Transkriptionsfaktoren oder
Apoptoseregulatoren [7, 8]. Die Aktivierung kanrrcluMutation, Genamplifikation oder chro-
mosomales Rearrangement erfolgen [7].

Tumorsuppressorgene, wie degtinoblastoma-iGen (RB1-Gen oder tumor-protein-53-Gen
(TP53-Genregulieren das Fortschreiten des Zellzyklus bdier Apoptose. Ein Funktionsverlust

durch Deletion oder Rearragement fordert die maligntartung [9].



Tumorentstehung und -progression

Die Entstehung von Tumoren ist ein mehrstufigerzBss. In Abbildung 1 ist am Beispiel des
kolorektalen Karzinoms dieser Prozess entspreckhend Fearon-Vogelstein-Modell dargestellt
(Darstellung des Modells nach [10], modifiziert hg¢1]). Eine zunehmende Anzahl von Muta-
tionen fUhrt zum Funktionsverlust von Tumorsuppoegsnen édenomatous-polyposis-coli-Gen
[APC-Gen]) oder zur Umwandlung von Proto-Onkogenen zu OnkegeDie Entwicklung des

Karzinoms verlauft Gber benigne Vorstufen (Adengmebei die alleinige Mutation eines Gens

i. d. R. nicht ausreichend ist, die maligne Entagtauszultsen.

Mutation Verlust Verlust weitere Akku-
K-RAS Dcc 53 mulationen
APC lierung r

b 1 W o
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Abbildung 1

Ubersicht uber die Adenom-Karzinom-Sequenz nach deearon-Vogelstein-Modell [10]. Die
Entstehung des Karzinoms ist ein mehrstufiger Psazdei dem Tumorsuppressorgene und Proto-
Onkogene an der Progression beteiligt sind. Dabdiveckelt sich das Epithel Uber Zwischenstu-
fen (Adenome) zu einem Karzinom.

APC:. adenomatous-polyposis-coli-GerK-RAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog.
DCC: “deleted in colorectal carcinoma”p53: Tumorprotein 53.

(Darstellung des Modells nach [10]; modifiziert mafl1])

Zur Metastasierung sind die Invasion/Intravasatesr, Transit im Blut-/Lymphsystem sowie die
Adharenz, Extravasation und Kolonisation von maigZellen mit Bildung eines neuen Mik-
romilieus notwendig [12]. Neuere Erkenntnisse weidarauf hin, dass die Metastasierungsfa-
higkeit bereits frihzeitig vorhanden sein kdénnt8-16] und frihe Metastasen moglicherweise
abweichend vom Priméartumor auf eine Therapie achpre[16].

Inwiefern das Wachstum des Malignoms von einer gréf Subpopulation (stochastisches Evo-
lutionsmodell nach Nowell [17]) oder von einer ggren Anzahl an Tumorstammzellen [18, 19]
unterhalten wird, ist Gegenstand der Diskussioi. [Ptz des Nachweises tumorstammzellahn-
licher Zellen in verschiedenen humanen TumorenZ2iwird das Modell der Tumorstammzel-
le hinsichtlich der Nomenklatur [25], des Modelldlst und dessen Bedeutung kontrovers dis-
kutiert [20, 25-27].

Die Progression eines malignen Tumors wird zusétaiiurch das tumorumgebende Mikromi-
lieu (TMM) beeinflusst.



Das tumorumgebende Mikromilieu und Inflammationgesse

Maligne Zellen und das TMM stehen in komplexen Wsedhirkungen zueinander. Diese sind
schematisiert in Abbildung 2 dargestellt (Darstegjues Modells nach [2], modifiziert).
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Abbildung 2

Darstellung der gegenseitigen Beeinflussung von dummgebendem Mikromilieu (Immunzellen,
Endothelzellen, tumorassoziierte Fibroblasten, azé&llulare Matrix) und malignen Zellen. Die
Wechselwirkungen erfolgen durch Wachstumsfaktorem wytokine und kénnen zur Fdrderung
der malignen Zellen fuhren [2].

EGF: epidermal growth factor. HGF: hepatocyte grbwtactor. CSF-1: colony-stimulating
factor 1. IL-18: interleukin 3. TGF-B: transforming growth factop. VEGF: vascular endothelial
growth factor. PDGF: platelet-derived growth fact&tGF2: fibroblast growth factor 2.
(Darstellung des Modells nach [2], modifiziert)

Das TMM wird durch Immunzellen, tumorassoziiertardblastische Zellen (Fibroblasten, Myo-
fibroblasten), mesenchymale Stammzellen, Adipozytdindothelzellen und Perizyten
gebildet [4]. Grundlage der Interaktionen zwisciAemorzellen und TMM sind Wachstumsfak-
toren (u. a. vascular endothelial growth factor (3, epidermal growth factor [EGF], trans-
forming growth factor p [TGF], hepatocyte growth factor [HGF]), Zytokine (u.a.
interleukin B [IL-1p]) und Proteasen [2].

Die Immunzellen des TMM (u. a. Makrophagen, Mas¢relneutrophile Granulozyten) stellen
einen Teil des tumorumgebenden Entzindungsprozessg?]. Diese Inflammationsprozesse
kénnen die Progression durch Erlangung malignerkmMate fordern [2]. Durch Zytokine und
Chemokine, die in Tumorzellen oder bereits vorhaedeEntziindungsprozessen produziert
werden, kdnnen weitere Immunzellen rekrutiert war{le8]. Diese fordern durch Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren bspw. die Proliferatiooder die epithelial-mesenchymale

Transition [28]. Gleichzeitig wird durch Ruckkopply Gber Zytokine der Entziindungsprozess
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unterhalten [28]. Die Bedeutung der einzelnen ¥pe#dh des TMM ist jedoch differenziert zu
betrachten [4]. Makrophagen erzielen durch einen@@n- und Zytokinfreisetzung einen tu-
morhemmenden Effekt [29]. Sie kénnen jedoch auehAtdigiogenese fordern [30, 31] und zu
der Invasion beitragen [32, 33].

Einer der Transkriptionsfaktoren, der sowohl arzéndllichen als auch malignen Prozessen ent-
scheidend beteiligt ist, ist der nuclear faatBr{NF«B), der in einer komplexen Signalkaskade
wirkt [34]. Dieser Transkriptionsfaktor stellt naé&arin eine ,[...] Verbindung zwischen Ent-
zindung und Krebs [...]“ dar (Ubersetzt aus dem Bobkn, nach M. Karin in [34]). Das Zyto-
kin tumor necrosis factor alpha (TN#f- scheint dabei der entscheidende Aktivator des
NF-kB-abhangigen, anti-apoptotischen Signalweges zun $8b]. Gleichzeitig kann die
NF«B-Signalkaskade auch zur Metastasierung beitragénd7]. Die Wirkung des NEkB ist
dennoch differenziert zu betrachten, da signalwegabig auch pro-apoptotische Signale durch

NF-xB vermittelt werden kdnnen [38].

1.2. Behandlung von malignen Tumorerkrankungen

1.2.1.Ubersicht Uiber die Therapieverfahren

Bei der Behandlung von malignen Tumoren werden ims#&Vitlichen vier Therapieprinzipien
angewandt: (I) die chirurgische Resektion, (Il) 8ieahlentherapie, (Ill) die pharmakologische
Therapie sowie (1V) die supportive Therapie. Aufatere wird hier jedoch nicht eingegangen.
In Abhangigkeit von der Typisierung, dem Staginggmd Grading, der Klassifizierung
(TNM-Klassifikation) bzw. dem Stadium (UICC-Stadiyrsowie dem klinischen Status des

Patienten wird eine kurative oder palliative Thégaangewandt.

Chirurgische Resektion

Durch kurativ-chirurgische Therapien sollen Tumoignallen rdumlichen Ebenen sowie im
Lymphabflussgebiet im Gesunden reseziert werderR@sektion) [39]. Die Mitentfernung der

Lymphknoten im Abflussgebiet besitzt sowohl diagsahien als auch therapeutischen Nutzen.

Strahlentherapie

Der therapeutische Effekt einer Strahlentherapimitiieauf der ionisierenden Wirkung von
Strahlung auf Zellen und der Bildung von Radikadiess Wassers [40]. Die zur Wirkungsinduk-
tion zu applizierende Dosis ist von der Strahlesd®iitat und dem Oxygenierungszustand des
Tumors sowie der Dosisverteilung abhangig [41]li&ale Strahlentherapien sind z. B. bei Me-

tastasen im Skelett- und im Zentralnervensysteneadtar [40].



Pharmakologische Therapie

Eine pharmakologische Therapie kann mit Zytostatikach Hormontherapeutika, mittels Im-
muntherapie oder als ,Targeted Therapy“ durchgéfiverden [42].

Zytostatika wirken klassenabhangig auf untersciikdl Weise proliferationshem-
mend/zytotoxisch. Beispiele flr Zytostatika-Klassend Taxane, Alkylantien, Antimetabolite
oder Anthrazykline [42]. Zytostatika wirken unsdesah auf alle proliferierenden Zellen und
weisen eine nur geringe therapeutische Breite42]f |

Im Vergleich dazu werden mit monoklonalen Antikdrpe (z. B. Bevacizumab
[VEGF-Antikorper]) und Tyrosinkinase-Inhibitoren .@. Sorafenib [VEGF-Rezep-
tor-Tyrosinkinase-Inhibitor]) definierte Signaltisauktionen beeinflusst (Targeted Therapy)
[42]. Diese Pharmaka sind entsprechend dem Wirkemesimus hochspezifisch. Monoklonale
Antikorper sind durch ihre Funktion jedoch auchl Bames immunologischen Wirkprinzips [42].
Zur Immuntherapie z&hlen aul3erdem InterleukineTzidell-Aktivierung, Vakzinierungen oder
die Anwendung von Immuneffektoren (T-Zellen, Antigér) [43].

Hormonsensitive Tumoren, wie das Mammakarzinomnkéndurch die Anwendung von Hor-
monantagonisten sowie die Hemmung der Sexualhoyntmsse behandelt werden [42].
Targeted Therapies, Immun- und Hormontherapien evertur bei definierten Indikationen ge-
nutzt. Gegenstand pharmakologischer Therapienrvigddigner Tumoren sind die Zytostatika.

1.2.2.Zytostatika

Aus der Vielzahl der Zytostatika sollen nur dierviglevanten Wirkstoffe dargestellt werden.

Paclitaxel

Das Taxan Paclitaxel (PTX) wurde aus der Rinde Bazifischen EibgTaxus brevifolia)
isoliert [44]. Neben der urspriinglichen Extraktgind auch teil- bzw. vollsynthetische Herstel-
lungswege bekannt [45, 46].

Die zellulare Aufnahme von PTX erfolgt durch ungéiee Diffusion [47, 48] oder durch Trans-
portproteine, wie dem organic anion transportindypeptide 1B3 (OATP1B3) [48-50]. Die
Administration von PTX muss intravends erfolgens&ahlich dafir ist die sehr geringe Biover-
fugbarkeit von PTX nach oraler Administration imefversuch [51], da mdglicherweise ein
transportervermittelter, zellauswarts gerichtet@mgport bei intestinalen Zellen stattfindet [52].
Pharmakologisch wirken Taxane an den MikrotubukJoe aus:- und g-Tubulindimeren ge-
bildet werden. Mikrotubuli férdern die zellularea$tlisierung von Zellorganellen, sind Leit-

struktur fur intrazellularen Transport und bildee Mitosespindeln [53]. Fur die physiologische
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Funktion ist eine hohe Mikrotubulidynamik (Polynsation und Depolymerisation) bedeutsam
(Ubersicht in [53]). PTX bindet vermutlich an vengadenen Bereichen ghTubulin [54, 55].
Weitere Bindungsstellen fiir Taxoide sind asfubulin bekannt [56]. Durch diese Bindung an
Tubulin erfolgt eine Stabilisierung der Mikrotub({&7, 58], wodurch es zu einem Zellzyklusar-
rest in der GM-Phase und einer Verminderung der kritischen Tinkanzentration
kommt [57, 58]. Bereits sehr niedrige Konzentragiorvon PTX fuhren durch die effektive Un-
terdriickung der notwendigen Mikrotubulidynamik Beeinflussung der Mitose [59]. Mitose-
unabhangig, jedoch expressionsabhangig, kann PTehdaduktion von p53 und p21 zu einem
G1/G,-Arrest fuhren [60].

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

metastasierten Mammakarzinomen angewandt [61].

Chlorambucil

Das oral administrierbare Alkylanz Chlorambucil (B)A wirkt zellzyklusphasen-
unabhangig [62]. CAB wird hepatisch zum aktiven abetliten Phenylessigsaure-Stickstofflost
metabolisiert [63], das, verglichen mit CAB, ein@hkre Aktivitat aufweist [64]. Die alkylieren-
de Wirkung des CAB auf Phosphatgruppen der DNA/RRA;ine und Pyrimidine sowie Ami-
nogruppen kann zu kovalenten Verbindungen der Rewdgartner fuhren [62]. Die Zytotoxizi-
tat wird u. a. durch die kovalente Verbindung vadAdAnteilen erklart [62].

Die Anwendung von CAB erfolgt u. a. bei der Chrahidymphatischen Leukamie [62, 65].
Resistenzmechanismen wie die DNA-Reparatur [66] umeiwinschte Arzneimittelwirkungen
(JUAW]; Myelosuppression, Hepatotoxizitat, Lungemfse) schradnken die Anwendung jedoch
ein [62, 67, 68].

Methotrexat

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

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

Durch Reduktion der Tetrahydrofolatkonzentrationdsdie Nukleotid-Synthese beeintrachtigt
und das Zellwachstum gehemmt [69].

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

schen Leukéamien [69]. Resistenzmechanismen (Verdnden der DHFR) und UAW (Mukosi-

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



Doxorubicin

Das Anthrazyklin Doxorubicin (DXR) wurde aus dem kBaium Streptomy-
ces peucetius var. caesiisoliert [70]. Die antiproliferative Wirkung bertlauf der Interkalie-
rung von DXR in die DNA und der Hemmung der Topaigoase Il (Top2) [71, 72]. DXR fihrt
auf3erdem zur Produktion von freien Radikalen [43, 7

Klinisch wird DXR bei einer Vielzahl maligner Tunmer angewendet (u. a. Ovarialkarzinom,
nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom [NSCLC]) [71].eBhoheren Dosierungen und in Abhan-
gigkeit der kumulativen Dosis von DXR ist die kardixische Wirkung zu beachten [75, 76].
Andere UAW sind die Myelosuppression sowie die Maiks [71].

Resistenzen gegen DXR entstehen durch einen zeBaissgerichteten Transport oder die Her-

unterregulation der Top2 [71].

1.2.3.Pharmakologische Probleme von Zytostatika am Belisin Paclitaxel

Trotz des vielfachen Einsatzes von Zytostatika wdike klinische Anwendung durch pharmako-
logisch-chemische Eigenschaften eingeschrankt. Ampel von Paclitaxel soll dies dargestellt

werden.

Administration
Bei PTX handelt es sich um einen niedermolekuldtérkstoff (M = 853 Da) [77]. PTX weist
aufgrund seiner Struktur eine nur geringe Wassati®it (Cnax= 0,006 mg/ml [78]) und eine

sehr hohe Proteinbindung auf [79]. Pharmakologiakhv ist jedoch nur der ungebundene
PTX-Anteil [80]. Durch die Proteinbindung kénnendare, ebenfalls proteingebundene Wirk-
stoffe, in ihrer Pharmakologie beeinflusst werdBie durch die schlechte Wasserloslichkeit
bedingten  Administrationsprobleme konnten auch Hur@Synthese wasserloslicher
PTX-Phosphate nicht verbessert werden, da diese rain mangelhaftén-vivo-Wirksamkeit
aufwiesen [81]. PTX wird deshalb mithife des Logswvermittlers Cremo-
phor® EL/Kolliphor® EL appliziert [82]. Dieser stelein 1:1-Gemisch aus polyethoxyliertem
Rizinus6l und Ethanol dar [77] und bindet PTX inzelien [80]. Die Anwendung dieses LO-
sungsvermittlers fuhrt jedoch zu einer grof3en AhaahUAW wie Hypersensitivitatsreaktionen
(Dyspnoe, Hypotension, Erytheme) [82, 83], sodassnBdikationen und Verdnderungen der
Administration bereits in frihen Studien erfolgemissten [82, 84]. Ursachlich scheinen eine
Histaminfreisetzung und die Komplementaktivierungath Cremophor® EL zu sein [77, 85].

Auch eine periphere Neuropathie [86] sowie toniklcmische Anfalle [87] und Onycholyse [88]



werden mit dem Lésungsvermittler in Verbindung gebit. Zusatzlich wird die klinische Routi-
ne durch die Inkompatibilitéat zu Polyvinylchloridfusionssystemen erschwert [77].

Pharmakokinetik

Die a-Halbwertszeit von PTX betragt nti,, = 0,3 h [79]. Kurzen-Halbwertszeiten deuten auf
eine schnelle initiale Verteilung des Wirkstoffaa.nPTX wird im Tierversuch unspezifisch in
Leber, Lunge und Niere, jedoch kaum in das Gehdter alie Hoden verteilt [51]. Im Steady-
state-Zustand weist PTX ein hohes Verteilungsvolumen VVss= 55-182 I/m2 auf [79]. Ver-
gleichsweise hohe Verteilungsvolumina entsprecheter der Annahme gleicher administrierter
Pharmakonmengen, niedrigen Plasmakonzentrationes. Kann auf eine Verteilung aus dem
Blutkompartiment in periphere Kompartimente odereehohe Plasmaeiweil3bindung hindeuten.
Gleichzeitig liegt mit3-Halbwertszeiten voty» = 1,3h—8,6 h (mittlere HWZ;; ~ 5 h), abhan-
gig vom Dosierungsschema, eine hohe VariabilitéRlasmaverweildauer vor [79].

Resistenz

Maligne Zellen kénnen bei der Anwendung von ZytoktaResistenzen erlangen. Es sind per-
meability-glycoprotein-Transporter (P-gp) bekandie durch einen zellauswéarts gerichteten
Transport bei verschiedenen Zelllinien eine Resistgegeniber PTX erzeugen [89-91]. Unter-
suchungen zur Hemmung dieses Effluxes erfolgherch Inhibition des Transporters [92-94],
durch Veranderung der Administrationsschemata f#fgr durch chemische Modifikation des
PTX [96]. Die P-gp-Expression ist ein prognostisckektor flr das klinische Outcome von
Ovarialkarzinompatientinnen, wodurch dessen Bedeutiei der Therapie deutlich wird [97].
Ein weiterer Taxan-Transporter ist das multidrugis@nce protein 2 [98].

Neben Transportern kann auch @aBubulin Grundlage fiir entstehende Resistenzen bhita-
tionen der B-Tubulin-Sequenz konnen zur veréanderten Interaktomischen PTX mit
B-Tubulin fuhren [99, 100]. Veranderungen de$ubulins kdnnen ebenfalls zu einer Resistenz-

entwicklung beitragen [101].

Zelluldre Aufnahme und Wirkmechanismus

Wie zuvor dargestellt, wird PTX durch OATPs [49,] &hd als niedermolekularer, apolarer
Wirkstoff durch unselektive, passive Diffusion ire Zellen aufgenommen [47, 48]. Eine selek-
tive Aufnahme in Tumorzellen ist diffusionsbedimgtht moglich.

Durch die unselektive Aufnahme und den, im Vergleza einer Targeted Therapy, unspezifi-
schen Wirkmechanismus weist PTX keine tumorzelldigehe Wirkung auf. Dies fuhrt zu z. T.



dosislimitierenden UAW wie Neutropenie, Mukositigurotoxizitat, Myalgien und Arthralgien,
Alopezie oder Arrhythmien (Ubersicht in [79]).

Zur Verbesserung der Administrationsschwierigkeitéar unspezifischen Verteilung und der

fehlenden Selektivitat von Zytostatika wurden ,Ditigrgeting-Mechanismen® entwickelt.

1.3. Drug-Targeting

1.3.1.Begriffsbestimmungen

Unter dem Begriff ,Drug-Targeting” (Synonym: ,Tarngel-Drug-Delivery* [102]) wird nach
Torchilin die Fahigkeit einer Substanz verstandsolh unabhéangig vom Administrationsweg
selektiv im Zielgewebe/-organ anzureichern [103¢| des Drug-Targeting ist die Erh6hung der
Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe bei gleichmgétr Akkumulationsvermeidung in unspezi-
fischem Gewebe [103]. Durch Drug-Targeting sollenAldministration von Wirkstoffen verein-
facht, die notwendige Wirkstoffmenge verringerte dVirkstoffkonzentration im Zielgewebe
erhoht und die therapeutische Sicherheit verbesseden [103].

Die Unterscheidung zwischen ,aktivem Drug-Targetifp. B. spezifische Ligand-Rezeptor-
Interaktion) und ,passivem Drug-Targeting“ (Akkuratibn durch veranderte Blutgefal3eigen-
schaften) wird inhaltlich kritisch betrachtet [1Q&]d in dieser Arbeit nicht genutzt. Anzumerken

ist, dass Drug-Targeting nicht mit einer Targeté@rapy gleichzusetzen ist [102].

1.3.2.Mechanismen und Beispiele fiir Drug-Targeting

Mechanismen und Beeinflussung des Drug-Targeting

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

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

kumulation von Wirkstoffen infolge veranderter etidgialer Verhaltnisse (maligne Tumoren),

durch Nutzung physikalisch-chemischer EigenschatienZielgewebe (pH-Wert, Temperatur),

durch physikalische Eigenschaften des Tragers (etesgie Tragermoleklle) oder durch geziel-
te Interaktion zwischen dem Drug-Targeting-Systerd dem Zielgewebe (monoklonale Anti-

korper) ermdglicht werden [103].

Durch die rationale Synthese bzw. die Veradnderuhgnischer Eigenschaften der Drug-
Targeting-Systeme ist eine gezielte Beeinflussuag Qrug-Targeting moglich. Abbildung 3

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

fizierte Darstellung der Graphik nach [104]).



Molekiilgrofle Molekulargewicht
Zirkulations- . P
Ladung dauer Liganden pH-Sensitivitit
Vermeidung des rezeptorvermitt.
Endosomenescape EPR-Effekt MPS Wirkung Prodrug
Drug-Targeting
Abbildung 3

Uberblick Uber Anséatze zur Beeinflussung des Druaygleting.
EPR: enhanced permeability and retention effect.Svilhononukleares Phagozyten-System.
(modifizierte Darstellung der Graphik nach [104])

Durch Veranderung chemischer Parameter wie Laddotgkulargewicht oder Zirkulationsdau-
er kann auf das Drug-Targeting Einfluss genommerdere Beispielsweise ist ein intrazellula-
rer Endosomenescape von der Ladung abhangig [08}, Gednderte Molekulgréfien und Mo-
lekulargewichte  beeinflussen den enhanced pernitgabiland retention effect
(EPR-Effekt), wodurch dieser ausgenutzt werden Kdod4, 106]. Auf diesen Effekt wird im
folgenden Abschnitt eingegangen. Werden Tragerosaigiert, dass die Aufnahme des Systems
durch das mononukleare Phagozyten-System verhindett( = Elimination), oder werden ge-
zielt tumorspezifische Liganden genutzt, kann damgBrargeting verbessert werden [104].
Auch die Nutzung spezifischer Tumormerkmale wie eeriedrigte pH-Wert kann durch pH-
sensitive Trager bzw. Bindungen erreicht werded]10

Diese Ubersicht verdeutlicht, dass die erfolgreiémsvendung eines Drug-Targeting-Systems
von einer grofRen Parameteranzahl abhangig isstEais diesem Grund sinnvoll, hoch variable

Tragersysteme zu entwickeln.

Beispiele fur Drug-Targeting-Mechanismen mit eing@alwerpunkt auf polymeren Konjugaten

Drug-Targeting-Systeme koénnen auf der Anwendung Makromolekulen (Plasmaproteine,
Antikdrper, synthetische Polymere), Liposomen, Mé&re oder auf einer Kombination der ge-
nannten Elemente beruhen.

Das erste Konzept zu pharmakologisch aktiven Palgmegeht auf H. Ringsdorf zuriick [107].
Danach verbindet das Polymergertst verschiedenedBemmit unterschiedlichen Aufgaben:
(1) Anteile zur Loéslichkeitserhéhung, (2) den Widé§ sowie (3) spezifische Transport-

anteile [107]. Wahrend der Lésungsvermittler jemanwendungsgebiet fir Wasser oder Fette
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generiert wird, ist auch die Transportdoméne spetifveranderbar (Molekulargewicht, End-
gruppen > Resorptionserhdhung; Rezeptor-vermittelte Reaktien Fixierung im Ziel-
gewebe) [107]. Die Synthese der Polymer-WirkstaficRing darf den Wirkstoff nicht durch
Konformationsanderungen in seiner Wirkung beeis#ms[107]. Es kdnnen auch sogenannte
~Spacer” eingebracht werden, die zur Distanzerhghawischen Polymer und Wirkstoff beitra-
gen und gleichzeitig zur Freisetzung genutzt weldiamen [107]. Fur eine Wirkstoff-Polymer-
Konjugation stehen verschiedene Mechanismen zufiyeng: (1) die Reaktion des Lin-
kers/Wirkstoffes mit bereits im Polymer vorhanderienktionellen Gruppen, (2) die Synthese
von Copolymeren mit Monomereinheiten, welche re@kteitenketten zur spateren Konjugati-
on enthalten, oder (3) die Synthese von Polymenen Monomereinheiten, die den Lin-
ker/Wirkstoff als anhéangige Ketten enthalten [108]s Verbindung zwischen Polymer und
Wirkstoff (Linker) sind beispielsweise saurelabip]-abhangige Linker oder Peptidverbindun-
gen nutzbar (fir lysosomotrope Systeme) [108]. Bakstoff kann jedoch auch direkt gebun-
den werden [107]. Haufige Bindungsarten in polymef®njugaten sind Ester, Amide, Carbo-
nate oder Imine [108]. Abhangig vom genutzten Lmkesultieren unterschiedliche Freiset-
zungsgeschwindigkeiten [108].

Das genutzte Polymergertst kann linear, sternférodgr dendritisch (griechéévopov —
~-déndron“: Baum [109]; i. d. S. baumartig) aufgebaut seitOf1

Pharmakologischer Hintergrund zur Anwendung von no@olekularen Polymeren ist haufig
der EPR-Effekt [106]. Maligne Tumoren sind durcheeHypervaskularisierung gekennzeichnet,
in deren Blutgefal3en glatte Muskelzellschichterdelund die Angiotensin-Il-vermittelte Vaso-
konstriktion mangelhaft ist [111]. Zusatzlich sibéi malignen Tumoren Fenestrierungen der
BlutgefaRe vorhanden [111]. Im Vergleich zum Nomestebe besitzen Tumorgewebe aul3er-
dem ein nur mangelhaft entwickeltes lymphatischeste®n, wodurch die Elimination von Mak-
romolekulen verlangsamt wird [106, 111]. Diese Bgghaften fihren zu der Anreicherung und
Retention von Makromolektlen in Tumorgeweben [1DKL]. Zum Erreichen des EPR-Effektes
wird ein Mindestmolekulargewicht voll = 20 kDa [110] bigvl = 40 kDa [111] als Vorauset-
zung angesehen.

Aus der Vielfalt untersuchter Drug-Targeting-Polymévgl. dazu Ubersichten [110, 112]) wird
im Folgenden nur auf einige Beispiele eingegangen.

Als makromolekulares Tragersystem werden u. a.ri3emoteine genutzt. Ein Beispiel stellt das
Albumin-PTX (Abi-007; Abraxane® dar, welches nicht auf Cremophor® EL als Losuegsv

mittler angewiesen ist und klinisch bei verschiedemalignen Tumoren erfolgreich evaluiert
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wurde [113-116]. Durch die Bindung von PTX an Albomverbessert sich im Tiermodell die
intratumorale Anreicherung und Wirksamkeit im Veigh zu der PTX-Cremophor-
Kombination [117]. Albumin-PTX benétigt keine Pradgietion [115]. Gleichzeitig wird der
therapeutische Index verbessert [116].

Ein Polymer, das auf der Kopplung von PTX und Rolgiutaminséure beruht (CT-210Bacli-
taxel poliglumekx [118], stellt ein Beispiel fur Poly-Aminosaurets alragersysteme dar. Die
Toxizitatsprofile verbesserten sich bei Anwenduing RPaclitaxel poliglumexm Vergleich zur
Standardbehandlung [119]. In einer Therapiestudie NISCLC wurde jedoch kein signifikanter
Uberlebensvorteil déPaclitaxel-poliglumesGruppe nachgewiesen [119].

Auch das polyanionische Heparin wurde als Konjugsihbeschrieben [120, 121]. Wang et al.
stellten ein PTX-Tragersystem vor, das auf HepBiiix-Nanopartikeln beruht [122]. Andere
Drug-Targeting-Konjugate mit Polysacchariden basier auf Dextran oder Poly-
glucosamin [108].

Vielfach wurden auch lineare Polymere auf Basis Rolyethylenglycol (PEG) oder Copolyme-
re ausN-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA) untersuciitlp]. Beide letztgenannten Po-
lymere sind jedoch nicht immer biologisch abbauld®8], wahrend Poly-Aminoséuren oder
Polysaccharide potentiell abbaubar sind [108].

Zur Verbesserung der Stabilitat oder Verteilung Wgimkstoffen konnen weiterhin liposomale
und mizellare Formulierungen genutzt werden [1@B]1Ein Beispiel fur diese Gruppe ist das
bereits klinisch untersuchte, liposomal formulie@isplatin, das ein verbessertes Toxizitatsprofil
aufwies [124]. Vielfach werden Kombinationen veisdener Systeme genutzt. Liposomen
konnen bspw. mit Drug-Targeting-Komponenten kondsiniverden [125]. Das bereits erwahnte
DXR wird in einer Formulierung miPEGylierten LiposomeriCaelyx® u. a. bei Mamma-
karzinomen angewandt und reduziert die Kardiott&izdes Zytostatikums [126, 127]. Unter
PEGylierung versteht man die Addition des PolynfEs. Dadurch kann eine Reduktion der
Plasmaproteinbindung erreicht und die OpsonierurtElimination Uber das retikuloendotheli-
ale System reduziert werden [123]. Durch PEGyligrkann damit eine Verlangerung des Zir-
kulationszeitraumes von Liposomen erreicht werde28]. Fur die PEGylierung sprechen die
chemischen Eigenschaften des PEG, wie eine hohesaN@slichkeit, und die geringe
Toxizitat [123].

Auch Antikorperkonjugate wurden als Ansatz fur Dilgygeting untersucht. Ein Beispiel fur

deren erfolgreichén-vitro-Anwendung stellen mit EGF-Rezeptor-Antikdrpern Ktionalisierte
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Liposomen dar, die einen insulin-like-growth-facioRezeptor-Kinase-Inhibitor ein-
schlieRen [125].

1.3.3.Anforderungen und Einschrankungen bei Drug-Targe8gstemen

Anforderung an Drug-Targeting-Systeme

Fur die erfolgreiche Anwendung von Drug-Targetingi®men sind verschiedene Vorausset-
zungen zu erftllen.

Drug-Targeting-Systeme sollten keine Immunogenidifweisen, nicht ha&molytisch oder
gerinnungsaktivierend wirken und biokompatibel gdif9]. Es ist eine neutrale oder negative
Ladung notwendig, um eine Bindung an die luminaee@ache von Blutgefal3en zu vermeiden
(Heparansulfat) [129]. Auch die Loslichkeitserhbguron Wirkstoffen gehort zu den Anforde-
rungen an ein Drug-Targeting-System [111].

Bei der erwiinschten Steigerung der Plasmahalbvedtitstie u. a. vom Molekulargewicht ab-
hangig ist, muss eine Freisetzung des aktiven \Wdfles vom Trager im Plasma vor Erreichen
des Zielgewebes berlcksichtigt werden [129]. Dipofymeren Drug-Targeting-Systemen vor-
handenen Bindungen zwischen Trager und Wirkstofdl $iir diesen Freisetzungsgrad und die
-geschwindigkeit von hoher Bedeutung [108]. Dast&ysmuss zusatzlidin vivo abbaubar sein
oder renal bzw. hepatisch/biliar eliminiert werd&mnen [111].

Eine groRe Zahl an untersuchten Drug-TargetingeBysh ist hochmolekular. In der Entwick-
lung sind die bendtigten, minimal effektiven Dosgnbeachten, da sonst moglicherweise grof3e

Konjugatmengen verabreicht werden mussen, um diesereichen [129].

Einschrankungen von Drug-Targeting-Mechanismen

Verschiedene Mechanismen fiihren zu einer Wirkungswelerung hochmolekularer Pharmaka
in Tumoren. Diese Mechanismen beziehen sich aupdémohistologischen Aufbau und die sich
ableitenden pathophysiologischen Folgen. Durchedigsrden die Verteilung, die Freisetzung
und die Retention der Pharmaka beeinflusst.

Wahrend des Tumorwachstums liegen innerhalb derofemmunterschiedlich hohe Perfusionsra-
ten und funktionelle Vaskularisationsinhomogeniét®r [130]. Dies fuhrt zu einer ungleich-
mafigen Verteilung von Wirkstoffen. In einem Mammainom-Modell wurden aul3erhalb der
avaskularen Regionen, die in jedem grof3eren Turodmanden sind, vergleichsweise geringe
mittlere interkapillare Abstédnde d & 50 um) gefunden, die denen im Normalgewebe
gleichen [131]. Im Vergleich dazu wurden in bioplien Messungen aus Zervixkarzinomen
deutlich héhere Abstandel £ 300 um) gemessen [132]. Die Vaskularisationsinhgendaten
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und der interkapillare Abstand sind wichtige Pareané&ir die Verteilung von Wirkstoffen (Dif-
fusionsweg).

Maligne Tumoren weisen einen erhohten interstéielDruck auf [133-135], der am Ubergang
zum Normalgewebe auf Normalniveau abféllt [136]e Polge dessen ist eine verminderte intra-
tumorale Freisetzung von Molekulen. Gleichzeitignkot es durch einen tumorauswarts gerich-
teten Flussigkeitsstrom sowie den Blutabstrom mereReduktion von bereits extravasal vorlie-
genden Molekilen [136]. Beide Mechanismen kdnneriaar Konzentrationsverminderung des
Wirkstoffes fuhren.

Nach der Extravasation ist auch die Penetration/diglsstoffes von Bedeutung. Dabei kann das
Drug-Targeting-System durch Interaktionen mit detrazellularen Matrix des Tumors beein-
flusst werden [102]. Es koénnen jedoch auch Wirkstafie Zytostatika zur Veranderung der
Penetration beitragen [137]. Am Beispiel von PTXrdeaugezeigt, dass die Penetration und Ak-
kumulation des direkt applizierten Wirkstoffes viber Dichte der Tumorzellen und der Wirkef-
fizienz abhangig ist [137]. Mit steigender Apopt@sbohte sich die Penetration von PTX durch
Reduktion der Epithelzelldichte und Stérung der @esarchitektur [137]. Gleichzeitig wurde
jedoch die Akkumulation vermindert [137]. Die Intégt des Tumorgewebes stellt damit einen
Faktor der Penetration dar.

Die intratumorale Verteilung wird auch durch dieenhischen Eigenschaften des Drug-
Targeting-Systems beeinflusst. Anhand von Block-d@aper-Mizellen wurde gezeigt, dass
sowohl die Addition von Targeting-Komponenten alstaunterschiedliche Partikelgrof3en Ein-
fluss auf die intratumorale Penetration haben [138)]. Bereits eine geringe Verdnderung der
Grol3e untersuchter Nanopartikel kann — infolge relieeinflussten Pharmakokinetik — zu einer
veranderten Aufnahme in Tumoren fuhren [140].

Letzte Barriere in einem Drug-Targeting-Prozessdigt zellulare Aufnahme. Akkumulierte
Wirkstoffe missen, sofern sie eine intrazellularekdhg erzielen sollen, die Fahigkeit aufwei-
sen, in die Zielzellen aufgenommen werden zu konmae alleinige Retention eines Drug-

Targeting-Systems ist nicht mit einer verbessef@kung gleichzusetzten [141].

Pharmakokinetische Einschréankungen, die ein effektDrug-Targeting im Organismus und im
Tumor verhindern, fihren zu der Notwendigkeit, clemim flexible Systeme zu entwickeln, um
auf die Einschrankungen mit Modifikationen des Ditaggeting-Systems reagieren zu konnen.
Gleichzeitig sollte das System einen potentiellengoTargeting-Mechanismus fir maligne Tu-

moren aufweisen und idealerweise unabhangig vodainnung aus Organismen sein.
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Aus diesen Grunden soll dendritisches Polyglyceitas (dPGS) untersucht werden, welches
die skizzierten Anforderungen an Drug-Targetingt&yee erfillt und im chemischen Aufbau

sowie in der Funktionalisierung variiert werden kan

1.4. Dendritisches Polyglycerolsulfat

Das makromolekulare, dendritische Polyglyceroldujfad2], das ein sulfatiertes Derivat des
dendritischen Polyglycerols (dPG) darstellt, wungdspriinglich als Alternative zu Heparin
entwickelt [143]. Neben den dPG- und dPGS-Molekisnd auch Derivate mit anderen
funktionellen Gruppen (Carboxylat-, Phosphat-, Amajn Phosphonat-, Sulfonatgruppen)
untersucht worden [143-145].

1.4.1 .Einordnung und chemische Struktur von dPGS

dPGS ist Bestandteil einer Gruppe von synthetiscRetyglycerolen, die hinsichtlich der
Anwendung als Therapeutika oder als Tragersystemersucht worden sind (vgl. Ubersichten
in [146, 147]). Polyglycerole kdnnen als Dendrobendrimere, hochverzweigte Molekile und
Mikrogele synthetisiert werden [146]. Abbildung #I¥ reprasentativ einige Strukturformeln
jeder Untergruppe dar, die hinsichtlich der Gréfes Molekulargewichts und der Komplexitat
der Molekdle variieren (Abbildung aus [146]).
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Abbildung 4

Ubersicht uber dendritische Polyglycerole vom Deordrbis zum Microgel. Die Gruppen unter-
scheiden sich hinsichtlich der GroRe und im Aufbau.

(Abbildung aus [146])
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Das polysulfatierte dPGS stellt ein dreidimensiesalnichtlineares, dendritisch verzweigtes
Polymer dar [143, 148] und wird in die Gruppe dechwverzweigten (,hyperbranched“) Poly-
glycerole eingeordnet [146]. Abbildung 5 zeigt esolematische Darstellung des dPGS (modi-
fizierte Abbildung aus [148], Beschriftung in Anlaimg an [149]).
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Abbildung 5

Schematisierte Darstellung eines dendritischen Blylgerolsulfates (dPGS). Sichtbar ist der hohe
Grad an anionischen Sulfatgruppen (R-O;90Kennzeichnung des (1) Kernes, (2) der terminalen
(3) linearen sowie der (4) dendritischen Einheité&ie Darstellung enthalt nur einen Ausschnitt
der dreidimensionalen Struktur des Polymers.

(modifizierte Abbildung aus [148], Beschriftung Anlehnung an [149]).

Ausgehend vom Kern des Molekils erfolgt die dermsiite Verzweigung. Die terminalen Ein-
heiten enthalten bei dPGS Sulfatgruppen (R-©SQund neutrale Hydroxygruppen
(R-OH) [143]. Sowohl das Molekulargewicht als aulté Menge der Sulfatgruppen kénnen bei
dPGS durch gezielte Synthese variiert werden [188]. Weinhart et al. untersuchten dPGS-
Derivate mit einem Gesamtmolekulargewicht Wdges~ 4—1800 kDa £ 20-9800 Sulfatgrup-
pen) [150]. Durch Synthesevariationen ist auchHigestellung von Polyglycerolen mit unter-
schiedlichen Verzweigungsgraden mdglich [151].

In der vorliegenden Arbeit wurden im Grundaufbaeniische dPGS-Derivate (dPGS, dPGSazid
und dPGSamin) genutzt. Im Gegensatz zu dPGS bdfi@Samin auch eine geringe Anzahl an

Aminogruppen bzw. dPGSazid Azidgruppen (i. d. R=18% aller Gruppen).

16



1.4.2.Synthese von dPGS

Die Herstellung von dPGS bzw. dPGS-Derivaten vérlau Teilprozessen: der Synthese von
dPG, der Sulfatierung von dPG zu dPGS und der opigm Konjugation.

Zur Herstellung von dPG wird Glycidol und 1,1,1Thigdroxymethyl)propan als Initiator der
Polymerisierungsreaktion bendtigt [149]. Es wer@deich andere Initiatoren verwendet [152].
Die Zugabe von Glycidol (Monomer) erfolgt langsatpetl mehrere Stunden, wodurch eine
kontrollierte Polymerisation zu dPG stattfindet91.4Das entstehende Polymerisierungsprodukt
(dPG) ist ein transparenter, hochviskdser Festgidf)].

Durch Zugabe von S#Pyridin-Komplex in Dimethylformiat Gber=4 h beiT = 60 °C sowie
weiteren Zwischenschritten kann dPG zu dPGS seifatierden [143]. Es handelt sich um einen
weil3-gelblichen Feststoff [143].

Fluorochrome, wie Indocarbocyanin  (ICC), Indocygnim und Nabhinfrarot-
Fluoreszenzfarbstoffe, konnen mit dPGS konjugieztden [144, 152-155]. Das Fluorochrom
ICC weist ein Anregungsmaximum begi, = 515/550 nm und ein Emissionsmaximum bei
Jem=570nm auf [156]. Mit ICC kobnnen zytologische, istblogische und
durchflusszytometrische Untersuchungen zur Vemgilund Aufnahme von dPGS-Derivaten
durchgefuhrt werden [144, 152, 155]. ZusatzlichdskKonjugate aus Wirkstoffen (PTX) mit
dPGS beschrieben worden [155]ur Veranschaulichung der Konjugate ist in Abbiid 6 eine
dPGSamin-PTX-ICC-Verbindung dargestellt (Abbildurder mivenion® GmbH, Berlin;

modifiziert).

! Die genannte Veréffentlichung enthalt Ergebnissevbrliegenden Arbeit.
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Abbildung 6

Schematisierte Darstellung von dendritischem Poyggrolsulfat (dPGSamin), konjugiert mit dem
Zytostatikum Paclitaxel (PTX) und dem Fluorochrorndbcarbocyanin (ICC) zu einem
dPGSamin-PTX-(6)-Konjugat.

Die Darstellung enthalt nur einen Ausschnitt deeidimensionalen Struktur des dPGSamin.
(Abbildung der mivenion® GmbH, Berlin; modifiziert)

Zentrum des dPGSamin-PTX-(6)-Konjugates ist dPG8atmei dem freie Aminogruppen An-
satzpunkte fir Konjugationen sind. Zur Synthesesalie dPGSamin-PTX-(6)-ICC wird
PTX-SuccinatN-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester) und dPGSamandtigt [155]. Durch
Reaktion des NHS-Esters mit der freien Aminogrupps dPGS entsteht eine Amidbindung.
PTX ist durch eine Esterbindung an das Succinatiggdn [155]. Diese dPGS-PTX-Bindung ist
in Abbildung 6 als Linker 1 gezeigt. Das FluoroahrtCC ist ebenfalls mit einer Amidbindung
an dPGS gebunden (Abbildung 6, Linker 2) [155]. 2skien dem PTX und dem ICC besteht
keine Verbindung.

Andere Wirkstoff-Konjugat-Verbindungen der untetstemn dPGS-Zytostatika-Konjugate
erfolgten bspw. mit Iminothiolanen, Triazolen o&opargylamiden.

Als polydisperses Polymer ist dPGS nicht durch edimheitliches Molekulargewicht definiert.

Fur Polyglycerole wurden jedoch niedrige Polydisgétsindizes gemessen [149, 155].

1.4.3.Toxizitat, Wirkung und Struktur-Wirkungs-Beziehumpeon dPGS

Toxizitat
Sowohl dPGS als auch dPG erwiesen sicbitro als gut biokompatibel [144, 155], wodurch die
Anwendung von dPGS-Konjugaten in Tierversuchen gfitiit wurde [148, 152, 154].
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Antikoagulation und Hemmung der Komplementkaskade

Trotz des ursprunglichen Ansatzes, dPGS als systhets Heparinanalogon zur
Gerinnungshemmung zu nutzen, wies dPGS im Vergleichunfraktioniertem Heparin eine
verminderte gerinnungshemmende Wirksamkeit auf J[1¥&rglichen mit unfraktioniertem
Heparin inhibiert dPGS jedoch verstarkt sowohl diassische als auch die alternative
Komplementaktivierung [143]. Dernedde et al. zeigtedass dPGS die Bildung des
Komplementfaktors C5& vivo hemmen kann, was moglicherweise auf eine Bindung @5

zurtckzufiihren ist. Dadurch kénnte die Proteolys® £5a unterbunden werden [148].

Bindung an Selektine
Das Polymer dPGS bindet an L- und P-Selektingo@#C30 bzw. 90 nmol/l) und kann eine

Leukozytenextravasation in Entzindungsgewebeivo vermindern [148]. dPGS stellt damit

einen hochpotenten Entziindungsinhibitor dar [1B83. Effizienz der L-Selektin-Inhibierung ist
von der GroRRe des Kernes und dem Sulfatierungsghbddingig [150]. dPG zeigt, infolge
fehlender Sulfatgruppen, keinen vergleichbaren bimdvischen Effekt auf L-Selektin wie
dPGS-Derivate [145]. Auch der Verzweigungsgrad Rofyglycerolsulfaten besitzt Einfluss auf
das L-Selektin-Bindungsverhalten [151].

Bindung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Traipsionsfaktoren

dPGS weist vielfaltige Bindungen an Zytokine, Wdahssfaktoren und Transkriptionsfaktoren
auf. Die Bindung von transforming growth fac®i(TGF{$; Kq = 4 pmol/l), hepatocyte growth
factor (HGF; Kq =6 pmol/l) und VEGF K4 =100 nmol/l) erfolgt hochaffin [157]. Gebunden
wird auch der Transkriptionsfaktor NéB [157, 158]. Die Konjugationen von dPGS mit PTX zu
dPGSamin-PTX-(6) oder von dPGS mit ICC zu dPGS-Kibjugaten fihren zu keiner
deutlichen Verminderung der L-Selektin-Inhibierun$52, 157], woraus der Erhalt der
grundsatzlichen Bindungsfahigkeit geschlossen werkénnte. Keine Bindung erfolgt an

granulocyte macrophage colony-stimulating factardeGF [157].

1.4.4.Administration, Verteilung und zelluldre Aufnahme

Als Administrationswege fur dPGS-Derivaiae vivo kdnnen sowohl subkutane als auch
intraventse Injektionen genutzt werden [152-154,9]15Im Vergleich zu anderen
dPG-Derivaten (dPG mit 100 % Aminogruppen) weisG&Pnur eine geringe Interaktion mit
bovinem Serumalbumin auf [144]. Die Interaktion ge@hien Polymer und Albumin kann ein
wichtiger Faktor fur die erfolgreiche und vertrahe Anwendungn vivo sein [144]. Uber
andere pharmakokinetische Parameter des dP®@S vivo (Verteilungsvolumen,
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Eliminationshalbwertszeiten) ist bislang wenig beka Eine Anreicherung von Fluorochrom-

markiertem dPGS ist fur Entziindungsgewebe bekdi#, [154]. Die Aufnahme von dPGS-ICC
erfolgt in die Kupffer-Zellen, in sinusoidale Entetzellen der Leber und Milz sowie in

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

Kupffer-Zellen wurde zusatzlich durch dPS bestatigt, welches nicht durch Fluorochrom-
Markierungen in seiner Struktur verandert wurdeOJl6Analysen zeigen nach intravenoser
Applikation von dPGS-ICC-Konjugaten aul3erdem Flapemz in der Niere [153, 159]. Im

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

In vitro wurde gezeigt, dass dPGS-Fluorochrom-Konjugafeummorzellen [144, 152, 153] und

nicht-maligne Endothelzellen [153] aufgenommen wardDer transmembranare Transport von
dPGS erfolgt durch die OATP1B1 bzw. OATP1B3-Tramtgroin das zytosolische Komparti-

ment [161]. Beide reprasentieren hepatozytdre prater, die eine Vielzahl an Substraten
transportieren kdnnen (zusammengefasst in [1628ictfalls konnen sie jedoch auch subgrup-
penabhangig bei verschiedenen Tumoren durch messBigonukleinsaure- oder Proteinex-
pression nachgewiesen werden [50, 163-166]. Dimm&uhe bei Makrophagen erfolgt vermut-
lich per Endozytose, sodass dPGS-Konjugate dann endosomalen Kompartiment

vorliegen [161]. Im Vergleich zu dPGS-Konjugatenreen dPG-Fluorochrom-Konjugate nur
marginal in Lungentumorzellen aufgenommen [144]dwaoh die Bedeutung der Sulfatgruppen
fur die biologische Wirkung des dPGS hervorgehobied [144].

1.4.5.Begrundung zur Untersuchung von dPGS als Drug-Tiamg&System

dPGS weist eine Anzahl an Eigenschaften auf, die erfolgreiche Anwendung als Drug-
Targeting-System ermdglichen kdnnten:
» dPGS kann hinsichtlich chemischer Eigenschaftendei®m Molekulargewicht und der
Sulfatierung veréandert werden [143, 150].
= dPGS ist ein synthetisch herstellbares Polymer][uAd8 von der Gewinnung aus Orga-
nismen unabhangig.
» dPGS kann mit Wirkstoffen oder Farbstoffen konjuigveerden [144, 152-155].
= dPGS ist auch nach Konjugation mit Zytostatika (Pt wasserloslich [155].
= dPGS erwies sicin vitro als gut vertraglich [144, 155] und dPGS-Konjugate wurde
bereitsin vivo angewandt [152-154].
= dPGS weist keine gerinnungsaktivierende Wirkung werglichen mit unfraktioniertem
Heparin eine geringere antikoagulatorische Wirksaitrduf [143].

» dPGS-Fluorochrom-Konjugate werden in Tumorzelleigaonommen [144, 152, 153].
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= dPGS weist eine hohe anti-inflammatorische Wirkaog [148] und reichert sich in
Entziindungsgeweben an [152, 154]. Da maligne Tumone Inflammationsprozesse
haufig eng miteinander verbunden sind [28], koneite Entzindungs-Targeting des

dPGS auch bei malignen Tumoren genutzt werden [155]

1.5. Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Bislang ist dPGSn vivo nicht hinsichtlich einer antiproliferativen Wirkgrauf maligne Tumo-
ren untersucht worden. Weiterhin sind Daten zurfbkokinetik von dPGS beziglich der Ak-
kumulation, Retention und Penetration bei maligmemoren im Tiermodell unbekannt. Auch
In-vitro-Daten zu der zellularen Aufnahme, der Zytotoxiziéd der Elimination kovalent ge-
koppelter dPGS-Zytostatika-Konjugate waren zu wuikehen. Bisher sind noch keine Optimie-
rungen des dPGS in Bezug auf die Drug-TargetingtiSghaften bei Tumoren durchgefuhrt
worden. Die vorliegende Arbeit wurde damit in derhen Phase des Drug-Targeting-Designs,

direkt nach der ersten rationalen Synthese, duftihge

Ausgehend von den Einschrankungen der Zytostatika, Anforderungen an Drug-Targeting-
Systeme, den dargestellten Begriindungen zur Umtausg von dPGS sowie den fehlenden
Erkenntnissen zur Anwendbarkeit von dPGS als Dragy@ting-System, soll in dieser Arbeit

die Fragestellung untersucht werden:

Ist dendritisches Polyglycerolsulfat potentiell geignet, als Drug-Targeting-System fiir Zy-

tostatika angewandt zu werden?

Zur Beantwortung dieser Frage sollen die folgendeterpunkte betrachtet werden:

() Das Polymer dPGS soll an einem humanen Lungentumder Maus (Xeno-
graft) hinsichtlich der Wirksamkeit und Vertraglichkeit vivo untersucht wer-
den. Dazu sollen die Proliferation und Apoptosedé@m Tumoren quantifiziert
werden. Es soll festgestellt werden, ob dPGS aukBlFeinen wichtigen Tran-
skriptionsfaktor der malignen Pathogenese, einefiusis ausubt.

(I Die Verteilung von dPGS im Tumorgewebe soll evatuweerden. Daflr muss
eine histologische Darstellungsmethode fur unmagsedPGS gefunden wer-
den.

(I Aus einer Auswahl an kovalent gekoppelten dPGS-<gtgtika-Konjugaten soll

ein Konjugat evaluiert werden, dessdn-vitro-Konzentrations-Wirkungs-
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Beziehung eine vergleichbare Wirksamkeit aufweist die freien Zytostatika
PTX, CAB, MTX oder DXR.

(IV) Fur das gefundene Konjugat sollen auf ausgewahfieliinien detaillierte
In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen erstellt werden

(V)  Mithilfe von Fluorochrom-Markierungen soll das gefiene Konjugat hinsicht-
lich der zellularen Aufnahme und der Elimination Zellenin vitro untersucht
werden.

(V) Die Darstellung der Wirkmechanismen soll fir dakugdene Konjugat im Ver-

gleich zu Kontrollkonjugaten exemplarisch erfolgen.

Aus den Ergebnissen sollen Ableitungen fiir die metigl Weiterentwicklung des dPGS-Drug-

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

2.1. Ubersicht iiber genutzte Materialien

2.1.1.Gerate
Tabelle 1
Ubersicht iiber genutzte Geréate und deren Hersteller
Beschreibung Bezeichnung Hersteller bzw. Firma
Akkupipettierhilfe Accupipex Karl Hecht GmbH, Sondheim
. BD Becton Dickinson® AG, Franklin
Durchflusszytometer FACS®Calibur™
Lakes, USA
Feinanalysenwaage Feinanalysenwaage AW 22-4 Sartorius® AG, Géttingen

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

Diagnostic Instruments Inc.,

Mikroskopkamera | RTKE spot : :
Sterlin Heights, MI, USA
) ) Motic® Electric Group Co. Ltd.,
Mikroskopkamera Il moticam?2500 ) )
Xiamen, China
Fluoreszenzreader Lambda Fluoro 320 microplate reader MWG Biotech® AG, Ebersberg
Labotect® Labor-Technik-Gottingen
Inkubator Labotect® Incubator C200
GmbH, Rosdorf
Inversmikroskop Leica® DMIL Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar
konfokales Laser- ) ) ) ) _
) ) LSM-5 Exciter, Axiolmager M1 Carl Zeiss® Microlmagj GmbH, Jena
Scanning-Mikroskop
Kryomikrotom Kryomikrotom CM1850 Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar
) ) Hettich®-Zentrifugen, Andreas Hettich
Kuhlzentrifuge Kuhlzentrifuge Typ 1707 ]
GmbH & Co.KG, Tuttlingen
Lichtmikroskop Leitz® HMLUX 3 Leitz® GmbH, Wetzlar
Mikroplattenreader anthos htll microplate reader thags Mikrosysteme GmbH, Krefeld
Multistep-Pipette Ripette® Ritter GmbH, Schwabmiinchen
Shandon Labortechnik® GmbH, Frank-
Paraffineinbettautomat Histocentre 2 )
furt am Main
Paraffinmikrotom Paraffinmikrotom R2125 Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar
pH-Meter pH-Meter MP220 Mettler-Toledo® GmbH, GialRe
Pipetten Eppendorf Research®-Pipetten Eppendorf® AG, Hamburg
Sicherheitswerkbank SterilGARD® IIl Advance The Bakompany, Sanford, USA
Beckman® DU 530 Life Science UV/Vis Beckman® Instruments GmbH, Mun-
Spektrophotometer
Sprectrophotometer chen
Vortexer press-to-mix 34524 Snijders Analysers BNburg, NL
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Wasserbad Wasserbad, Typ 1083

Gesellschaft fur Labortechnik® mbH,
Burgwedel

Casy® Cell Counting System, Modell

Zellzahlsystem
TTC

Scharfe System, Reutlingen

2.1.2.Zellkulturmaterialien

Tabelle 2

Ubersicht iiber genutzte Materialien der Zellkultait Artikelnummer und Bezugsquelle.

Bezeichnung Artikelnr. Bezugsquelle
Accutase L11-007 PAA® Laboratories GmbH, Pasching, AT
bovine Albumin-Fraktion V 8076.2 Carl Roth® GmbHCe. KG, Karlsruhe

Casy®-Ton Lésung fur Casy®-Systeme 43001

deionized Phosphate Buffered Saline P04-36500
Dulbecco's Modified Eagles Medium P04-04500
Einfrierbehalter Nalgene® Mr. Frosty™

] . 5100-0001
Cryo Freezing Container
EndoPrime Kit (HUVEC-Medium) U050-042

Fetale Bovine Serum, from South
America, COS: CEP 2002-167

L-Glutamin; 200 mM

3302-P102305

P04-80100

McCoy's 5A madifiziertes Flissigmedium F1015

Penicillin/Streptomycin;

10.000 I.E. Penicillin/ml; P06-07100
10 mg Streptomycin/ml
Phorbol-12-myristat-13-acetat 524400
Rosswell Park Memorial Institute

P04-17500
1640-Medium
steril water for cell culture P04-991500
Trypsin/Ethylendiamintetraacetat;

P10-020100

0,25 %/0,02 %; wio C& w/o Mg™*

Innovatis® AG, Bielefeld
Faetedh™ GmbH, Aidenbach

Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach

Nalgene® Labware by Thermo Fischer Scientific
Inc., Roskilde, DK

PAA® Laboratories GmbH, Pasching, AT
Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach
Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach

Bianh® AG, Berlin

Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach

Calbiochem®-Merck4Biosciences,
Merck® KGaA, Darmstadt

Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach
Pan-Bibt#c GmbH, Aidenbach

Pan-Biotech™ GmbH, Aidenbach
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2.1.3.Zelllinien

Tabelle 3
Ubersicht iiber Herkunft der genutzten Zelllinien.

Bezeichnung Artikelnr. Bezugsquelle

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

AG Dernedde,

A431 - Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus BenjaRranklin

Zentralinstitut f. Laboratoriumsmedizin und Patlaabiemie

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen unikdkturen GmbH,

A549 ACC107
Braunschweig
AG Groétzinger,
HCT-116 - Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus Virahlinikum
Med. Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie
HUVEC C-12200 PromoCell® GmbH, Heidelberg
AG Groétzinger,
QGP-1 - Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus Virshidlinikum
Med. Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie
AG Grotzinger, Charité Berlin — Campus Virchow Kkam
SK-Hepl -
Med. Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie
AG Dernedde,
U937 - Charité — Universitdatsmedizin Berlin, Campus BenjaRranklin

Zentralinstitut f. Laboratoriumsmedizin und Patlumiemie

2.1.4.Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Bezugsquell

Millipore®, Temecula, USA
Sigme-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA
Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe

Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Carl Roth® GmbH 4Co. KG, Karlsruhe
Dako® A/S Glostrup, DK

Tabelle 4

Ubersicht iiber genutzte Chemikalien/Verbrauchsmiategn und deren Bezugsquellen.
Bezeichnung Artikelnr.
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

_( / : .y) CTO01-5
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
(3-Aminopropyl)triethoxysilan A3648
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid

6335.1
(Stocklésungp = 5mg/ml)
Aceton;> 99,5 % zur Synthese 5025.1
Alcianblau 8GS (C.I. 74240) 3082.2
Dako® Fluorescence Mounting Medium S3023
Deckglaser, rechteckig; 24x50 mm 1870.2

Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
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Deckglaser, rund; 12 mm Durchmesser P231.1  Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsru

Dimethyl-Sulfoxide-Hybri® Max D2650 Sigme-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat; > 99%4. 4984.2 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karsruhe
Eosin-G-L6sung; 0,5 %; wassrig X883.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Ethanol;>70 %; vergallt T913.3 Carl Roth® GmbH 41Co. KG, Karlsruhe
Ethanol;>96 %; vergallt T171.4 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Ethanol;>99,8 %; vergallt K928.4 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Filterpapier MN615 (Macherey-Nagel) L875.1 Carl Roth® GmbH ' Co. KG, Karlsruhe
Glycerin;>99,5 % p.a. 3783.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Greiner® Bio One-Zellkultur Multiwell-Platten;

CE56.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
24 wells; steril
Greiner® Bio One-Zellkultur Multiwell-Platten;

KL43.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
96 wells; steril
Greiner® Bio One-Zellkulturflaschen mit Filter-

: CE49.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe

Schraubverschluss; 75 cm?; steril
Hyaluronidase; testikular 9980.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Isopropanol 9866.1 Carl Roth® GmbH + Co. KG, Karlsru
Kaliumdihydrogenphosphat; > 99 % p.a. 3904.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Kernechtrot-Aluminiumsulfatlésung N069.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Milchpulver; Blotting grade T145.2 CarlRoth® GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Neo-Clear® Xylol-Ersatz 1.098.435.000 Merck® KGaA, Darmstadt

Objekttrager SuperFrost® Plus (Menzel Glaser) HB67. Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe

Paraformaldehyd 0335.2 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Propidium iodide solutions(= 1mg/ml in water) P4864 Sigme-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA
Ribonuclease A from bovine pancreas R6513 Sigmé-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA
Roti®-Histokitt 1I; synthetisches Einschlussmittel T160.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe

Rotilabo®-Spritzenfilter; 0,2 pm PorengréRe; P815.1
Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Polytetrafluorethylen-Membran

Rotilabo®-Spritzenfilter; 0,22 um Porengréie;

Cellulosemischester-Membran KH54.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Salzsaure¢ = 1 mol/l; MaR3lésung K025.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
Standard-Objekttrager, geschliffen 90° H870.1 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
TissueTek® TTEK A. Hartenstei GmbH, Wirzburg
Toluidine blue O (C.I: 52040) T0394 Sigme-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA
Triton® X-100 3051.3 Carl Roth® GmbH + Co. K, Karlsruhe
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2.1.5.Antikorper fur die Immunhistochemie

Tabelle 5
Ubersicht Gber genutzte Antikdrper fir immunhisteatische Untersuchungen.
Bezeichnung Artikelnr. Hersteller bzw. Bezugsquelle
Cleaved Caspase-3 (Asp 175) (5A1E) S Cell Signaling Technology® Inc., Danvers,
Rabbit mAb USA
Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti- Jackson ImmunoResearch Inc.,
] 711-165-152
Rabbit (IgG H + L) West Grove, USA
Cy™3-conjugated AffiniPure Donkey Anti- Jackson ImmunoResearch Inc.,
715-165-151
Mouse (IgG H + L) West Grove, USA
Monoclonal Antie-Tubulin; Clone B-5-1-2; ) ] ]
. ) ] T5168 Sigma-Aldrich® Co. LLC, St. Louis, USA
produced in mouse ascites fluid; IgG
Rabbit anti-human Ki-67 Antigen A0047 Dako® A/S, Glostrup, Denmark
Rabbit Polyclonal anti-NkB-p65 NB100-82083 Novus Biological® Ltd., Cambridge, UK

2.2. Untersuchte chemische Wirkstoffe und Konjugate

Die genutzten Substanzen sind vergleichend in Tabeatlargestellt. Die Wirkstoffe PTX, CAB,
MTX und DXR wurden k&auflich erworben (Yick-Vic Chérals & Pharmaceuticals [HK] Ltd.,
Hongkong) und in Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Agqdest. gelést und aliquotiert
(c=1 mmol/l) beiT = -20 °C eingefroren.

Die Synthese von dPG, dPGS, deren Konjugaten stiwieMarkierungen erfolgte durch die
mivenion® GmbH, Berlin. dPGS-Derivate wurden in Agqlest. geléstc(= 1 mmol/l), aliquo-
tiert und beiT = -20 °C eingefroren. ICC-markierte Substanzen wnrchit Trehalose lyophili-
siert (P. Welker, mivenion® GmbH, Berlin) und ligeschitzt beil = 4 °C aufbewahrt. Die
Rucklésung der Substanzen erfolgte in Aqua dest. iz DMSO. Wiederholte Auftau- und
Einfrierzyklen ICC-markierter Substanzen wurdennvieden. Die Arbeit mit fluoreszenzmar-
kierten Substanzen sowie mit DXR bzw. DXR-Konjugagefolgte bestmaoglich lichtgeschuitzt.
Fir das Konjugat dPGSamin-PTX-(6) wurde ein molaregerhdltnis von
n= 1,4 mol PTX/1 mol dPGS ermittelt (A. Sousa Henasem. Inst. f. Chemie und Biochemie,
Freie Universitat, Berlin) [155]. Die KonzentratehVirkungs-Beziehungen sind dementspre-
chend korrigiert worden. Fur andere Konjugate wurde den in Tabelle 6 genannten molaren
Verhéltnissen ausgegangen. Die Stoffmengenkonzemtrdezieht sich, mit Ausnahme der

Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen, auf das Gesahekulargewicht.

27



Tabelle 6
Ubersicht uber genutzte Wirkstoffe, dPGS und dekamjugate hinsichtlich des chemischen Aufbaus, Stifrungsgrades und Molekularge-

wichts.

DS: SulfatierungsgradM: Molekulargewicht; dPGS: dendritisches Polyglyclstdfat; dPG: dendritisches Polyglycerol; ICC: Inthorbocyanin;
PTX: Paclitaxel; CAB: Chlorambucil; MTX: MethotrexaDXR: Doxorubicin. Sulfatierung/Aminogruppen/Aziduppen prozentual als Anteil
der gesamten funktionellen Gruppen angegeben.

Nr. Bezeichnung chemische Kurzbeschreibung/Linké&imelungen Konjugation DS M
[1] dPGS dPGS; ohne Aminogruppen und ohne Azidgruppen n. a. 90 % ~ 13000 Da
[2] dPGSamin dPGS; mit 10-15 % freien Aminogrupperkonjugiert n. a. 80 % ~ 13000 Da
. dPGS mit 10-15 % freien Azidgruppen; unkonjugiert;
[3] dPGSazid n. a. 80 % ~ 13000 Da
Kontrolle zu Substanz Nr. [13] und [25]
) dPGS mit 10-15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert;
[4] dPGSamin-K1 n. a. 80 % ~ 8000 Da
Kontrolle zu Substanz Nr.: [14; 15] und [26; 27]
: dPGS mit 10-15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert;
[5] dPGSamin-K2 n. a. 80 % ~ 13000 Da
Kontrolle zu Substanz Nr.: [16; 17] und [28; 29]
) dPGS mit 10-15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert;
[6] dPGSamin-K3 n. a. 80 % ~ 13000 Da
Kontrolle zu Substanz Nr.: [18; 30; 32; 34]
[7] dPGSamin-70 % Sulfat dPGS mit 10-15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert n. a. 70 % ~ 11700 Da
[8] dPGSamin-45 % Sulfat dPGS mit 10-15 % freienidogruppen; unkonjugiert n. a. 45 % ~ 8000 Da
[9] dPGSamin-15 % Sulfat dPGS mit 10-15 % freien Aminogruppen; unkonjugiert n. a. 15 % ~ 6000 Da
. . . A . . . 0,4 mol ICC
[10] dPGSamin-ICC dPGSamin mit ICC (NHS-Ester);idioindung; dPGS mit 15 % freien Aminogruppen Tl dPGs 80 % ~ 13000 Da
mo
[11] Paclitaxel (PTX) Paclitaxel n. a. n. a. 854 Da
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(12]

(13]

(14]

(15]

(16]

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

(24]

PTX-ICC

dPGSazid-PTX-(1)

dPGSamin-PTX-(2)

dPGSamin-PTX-(3)

dPGSamin-PTX-(4)

dPGSamin-PTX-(5)

dPGSamin-PTX-(6)

dPGSamin-PTX-(6)-
45 % Sulfat

dPGSamin-PTX-(6)-
15 % Sulfat

dPGSamin-PTX-(6)-ICC

dPGamin-PTX

dPGamin-PTX-ICC

Chlorambucil (CAB)

PTX-Succinat mit ICCamin konjugiert; Esterbindumg BTX; Amidbindung am ICC;
Amidverlinkung

dPGSazid mit PTX-Succinat-Propargylamid; Esterbirgdam PTX; Triazol am dPGS;
dPGSazid mit 10-15 % freien Azidgruppen

dPGSamin mit PTX-Succinat-Maleimidoethylamid; Estedung am PTX; Iminothiolan
am dPGS; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10-15&¥efr Aminogruppen

dPGSamin mit PTX-Succinat; Esterbindung am PTX; dsmdung am dPGS; dPGSami
mit 10-15 % freien Aminogruppen

dPGSamin mit PTX-Succinat-Maleimidoethylamid; Estedung am PTX; Iminothiolan
am dPGS; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10-15&¥efr Aminogruppen

dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); EsterbindamgPTX; Amidbindung am
dPGS; dPGSamin mit 10-15 % freien Aminogruppen

dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); EsterbindamgPTX; Amidbindung am
dPGS; dPGSamin aus automatisiertem Batchproze&Satin mit 10-15 % freien
Aminogruppen

dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); EsterbindamgPTX; Amidbindung am
dPGS; 45 % Sulfatierungsgrad; dPGSamin aus autsieratim Batchprozess dPGSamin
mit 10-15 % freien Aminogruppen

dPGSamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); EsterbindamgPTX; Amidbindung am
dPGS; 15 % Sulfatierungsgrad; dPGSamin aus autsieraéim Batchprozess; dPGSamin
mit 10-15 % freien Aminogruppen

wie dPGSamin-PTX-(6); zusatzlich ICC-Konjugatioretidmidbindung; dPGSamin mit
10-15 % freien Aminogruppen

dPGamin mit PTX-Succinat (NHS-Ester); EsterbindangPTX; Amidbindung am dPGS;

keine Sulfatierung; dPGamin mit 10-15 % freien Aogruppen
wie dPGamin-PTX; zusétzlich ICC-Konjugation Uber idlyindung; dPGamin mit
10-15 % freien Aminogruppen

Chlorambucil

1 mol ICC
1 mol PTX

1 mol PTX
1 mol dPGS

1 mol PTX
1 mol dPGS

1 mol PTX
1 mol dPGS

1 mol PTX
1 mol dPGS

1 mol PTX
1 mol dPGS

1,4 mol PTX
1 mol dPGS

1 mol PTX

1 mol dPGS

1 mol PTX

1 mol dPGS

1 mol PTX + 0,2 mol ICC

1 mol dPGS

1 mol PTX

1 mol dPG

1 mol PTX + 0,2 mol ICC

1 mol dPG

80 %

80 %

80 %

80 %

80 %

80 %

45 %

15%

80 %

0%

0%

~ 1700 Da

~ 14000 Da

~ 9000 Da

~ 9000 Da

~ 14000 Da

~ 14000 Da

~ 14200 Da

~ 9400 Da

~ 7300 Da

~ 14300 Da

~ 6200 Da

~ 6800 Da

304 Da
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. dPGSamin mit CAB-Maleimidoethylamid; IminothiolamaPGS; Amidbindung am 1 mol CAB
[26] dPGSamin-CAB-(2) ) ) o . —_— 80 % ~ 8500 Da
CAB; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10-15 % frefeminogruppen 1 mol dPGS

. dPGSamin mit CAB-Maleimidoethylamid; IminothiolamaPGS; Amidbindung am 2 mol CAB
[28] dPGSamin-CAB-(4) i i o i S — 80 % ~ 14000 Da
CAB; Thioether-Bindung; dPGSamin mit 10-15 % frefaninogruppen 1 mol dPGS

. dPGSamin mit CAB (NHS-Ester); Amidbindung am dP@BGSamin mit 10-15 % freien 7 o] CAB
[30] dPGSamin-CAB-(6) ) —_— 80 % ~ 15100 Da
Aminogruppen 1 mol dPGS

dPGSamin mit MTX (NHS-Ester}/3-Mischung; Amidbindung am dPGS; 15 % freie

[32] dPGSamin-MTX-(2) Aminogruppen; dPGSamin aus automatisiertem Batdgss) dPGSamin mit 10-15 % % 80 % ~ 12000 Da
mo

freien Aminogruppen

dPGSamin mit DXR-Succinat (NHS-Ester); Amidbindwrg dPGS; Esterbindung am
1 mol DXR

[34] dPGSamin-DXR-(1) DXR; dPGSamin aus automatisiertem BatchprozessSair® mit 10-15 % freien Ami- ol dPGs 80 % ~ 12200 Da
mo

nogruppen
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2.3. Untersuchungen zur Wirksamkeit von dPBYivo

2.3.1.Xenografttransplantation von A549-Zellen

Die Untersuchung der Wirkung von dP@®Bvivo wurde an athymischen NMRI:nu/nu-Mausen
durchgefuhrt. Diese weisen eine Mutationforkhead-box-N1 (Foxnl)-Geauf Chromosom 11
(Maus) auf [167, 168]. Der Transkriptionsfaktor R@xst vermutlich an der Thymusepithelzell-
differenzierung sowie an der Vaskularisation deynibsanlage beteiligt [169-171]. Dement-
sprechend fehlt homozygot mutierten Tieren ein @kgiter Thymus [172], wodurch es zur
unvollstandigen Ausreifung von Thymozyten zu T-Lyrmopyten kommt. Homozygote Mause
weisen deshalb verminderte Lymphozytenzahlen aig][1Bei Untersuchungein vivo konnten
aus dem Ductus thoracicus keine T-Zellen gewonrendewn [173]. T-Zellen sind jedoch fir die
adaptive Immunantwort essentiell.

Durch die Firma EPO (Experimental Pharmacology &@aogy Berlin-Buch GmbH, Berlin)
erfolgte eine xenogene, ektope Transplantation omanen Lungenkarzinomzellen der
A549-Zelllinie, Passage 13, in einer Gesamtmenge &,@x10 Zellen/Maus durch subkutane
Injektion. Je sechs Tiere wurden nit= 10 mg/kg Koérpergewicht (b.w.) dPGS oder mit
D = 30 mg/kg b.w. dPGS, gel6st¥h= 100 ul phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), tedia
Die Kontrolltiere erhielteriv = 100 pl PBS (n = 6). Der Therapieversuch erfolgtedrei Be-
handlungszyklen von je funf Tagen (Tag 12-16; 19-28-30). Als Therapiebeginn wurden
.palpable Tumoren* festgelegt. Es erfolgte eine MNimbachtungsperiode nach Therapieab-
schluss fir zwei Wochen. Die Tiere wurden hinsichtides Gewichts, Verhaltens und des Tu-
morvolumens untersucht. Am Tag 44 nach Transplamtater Tumorzellen wurden die Tiere
getotet, die Tumoremm totoreseziert und in flissigem Stickstoff eingefroren.

Das Experiment erfolgte nach den in der Bundesiépieutschland gtiltigen Gesetzen zum
Tierschutz in Verantwortung der Firma EPO GmbH. Dransplantation der Tumorzellen, die
Behandlung und die Beobachtung der Tiere sowieEsimahme und Kryokonservierung der
Tumoren erfolgten vollstandig durch die Firma EP@lEB. Die Tumorgewebe und Rohwerte
der Messungen (Korpergewicht; Tumorvolumina) wurdenweiteren Untersuchung zur Verfu-

gung gestellt.
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2.3.2.Immunhistochemische und histologische Farbungel derorgewebe

Herstellung der Gewebeschnitte

Histologische Untersuchungen der Tumorgewebe wuateh =4 um dinnen Kryoschnitten
durchgefuhrt (SuperFrost® Ultra Plus ObjekttragBie Herstellung der Gewebeschnitte erfolg-
te mithilfe des Kryomikrotoms Leica® CM 1850 (F.r®eka, mivenion® GmbH, Berlin).

Immunhistochemische Farbung (IHC) von Ki-67, Casp&isind NF<B
Die Gewebeschnitte der Tumoren wurden bis zur Féytaei T = -25 °C gelagert. Vor Beginn

der Farbung wurden diese in Aceton fixigre & min; T = -25 °C), furt = 30 min bei Raumtem-
peratur (RT) luftgetrocknet und vor der Applikatides Priméarantikorpers mit PBS rehydriert.
Die Inkubation des Primarantikorpers erfolgte im Beuchtkammer (Verdinnung 1:200 in PBS
[Ki-67; Caspase] bzw. Milchf[= 5 g Milchpulver/100 ml PBS; nur NkB]). Tabelle 7 zeigt die
verwendeten Antikérper und Inkubationszeiten. Afis@end wurden die Praparate mit PBS
gewaschen und mit dem Sekundarantikorper (Cy™3ugatgd AffiniPure Donkey Anti-Rabbit
[lgG H + L] Antikorper; 1:200t = 1 h; RT) markiert. Die Verdinnung des Sekunddkéamers
erfolgte in PBS (Ki-67; Caspase-3) bzw. in Milchu(fNF«B). Nach erneutem Spilen (PBS)
wurde die Kerngegenfarbung mit ‘,@Diamidino-2-phenylindol (DAPI; Stocklésung
£ =5 mg/ml; in PBS) mit den in Tabelle 7 genannteodikationen durchgefuhrt.

Tabelle 7

Ubersicht Giber Primarantikorper, Inkubationsbedingen und DAPI-Farbungen zur immunhisto-
chemischen Darstellung von Ki-67, Caspase-3 undid®BFei A549-Tumorgeweben.

RT: Raumtemperatur.

Nachwei: Primarantikdrper Inkubation DAPI-Farbung
Ki-67 Rabbit anti-human Ki-67 Antigen t=1h; RT 1:1000;t = 5 min; RT
Cleaved Caspase-3 (Asp 175) (5A1E) )
Caspase-3 ) t=1h; RT 1:250t = 30 min; RT
Rabbit mAb
: : in Milchp./PBS;t = 1 h; :
NF-xkB Rabbit Polyclonal anti-NkB-p65 e Ao 1:1000;t = 5 min; RT

Die Praparate wurden mit Glycerin/PBS oder mit Fdgoence Mounting Medium eingedeckt
und am Fluoreszenzmikroskop DMLB (Kamera: RTKE ppottersucht. Die Einstellung der
Belichtungszeiten erfolgte anhand mehrerer Aufnahoma wurde konstant belassen (Vergrol3e-
rung 100x; Tabelle 8).
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Tabelle 8

Ubersicht tiber Belichtungszeiten bei der Erstelluiigoreszenzmikroskopischer Aufnahmen der
Tumorgewebe. Immunhistochemische Farbung von Ki-€Aspase-3 und NEkB, markiert mit
Cy™3-Sekundarantikérper. Kernfarbung mit DAPI.

Belichtungszeit Belichtungszeit
Antigen Cy™3-Fluoreszenz DAPI
Ki-67 2000 ms 100 ms
Caspase-3 3000 ms 130 ms
NF«B 5000 ms 130 ms

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden mitmddProgramm MetaVue 5 erstellt
(Molecular Devices®, Sunnyvale, California, USA)ieDAuswahl der zu fotografierenden
Struktur erfolgte nach zuvor festgelegten Kriterigiber den relativen Anteil von
Nekrose/vitales Gewebe bzw. Randbereich/vitalesebew

Fur die Auswertung der Bilder von Ki-67 und Caspaseurde die Software ImageJ 1.41
(National Institutes of Health, USA) genutzt. MihdgeJ erfolgten die Trennung der Farbkanéle
und die Hintergrundentfernung durch  Einstellung vorkonstant belassenen
Schwellenwertgrenzen. Positive Signale (gemessen Rikel) wurden im Histogramm
dargestellt. Zur Auswertung von NdB wurden die mikroskopischen Aufnahmen hinsichtlich
der Uberlagerungen von Zellkernen und RBFarbung untersucht, die sich violett darstellen.
Es erfolgte die manuelle Auszéhlung der violettegllkérne an einem 27“-Monitor bei
konstanten Monitoreinstellungen in einem abgeduakeRaum bei gleicher Vergrol3erung der
Bilder. Die Auszahlung erfolgte dreimalig fiir jed®sd unter Anwendung der Zellzahlfunktion
des Programmes Imaged 1.41. Das dreimalige Austd&iies Bildes wurde mit zeitlichem
Abstand und unter ,Verblindung“ der zuvor ausget&ihMWerte durchgefuhrt. Der Median der
Auszahlung wurde bestimmt. Die Ermittlung der Pzadllen fir DAPI erfolgte analog zu Ki-67
und Caspase-3 durch ImageJ 1.41.

Histologische Farbung mit Toluidinblau

FUr die Farbung der Gewebeschnitte mit Toluidinbhauden diese wie zuvor beschrieben fi-
xiert und rehydriert. Eine frisch geloste und fdtte Toluidinblauldsung A(= 1 mg/ml in
c=0,5mol/l HCI) wurde Uber Nacht bei RT auf denw@ben inkubiert. Nach Spulen in

Aqua dest. erfolgten die Gegenfarbung mit EosingSudng (=3 s), erneutes Spulen in
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Aqua dest. und die Entwasserung Uber die aufstéeg@tkoholreihe mit Neo-Clear® als Inter-
medium = 3x10 min). Der Einschluss erfolgte mit Roti®-Hikitt 1l. Zur Vermeidung des
Herauslosens von Toluidinblau wurden die Alkohdleeund Spulvorgange ziigig durchlaufen.

Die Praparate wurden am Mikroskop Leica® DMLB (KaemdRTKE spot) mikroskopiert.

Histologische Farbung mit Alcianblau

Das Farbeprotokoll fiir die Alcianblaufarbung enispr grundlegend der Methode zur Anfar-
bung von Sulfatgruppen nach Lev et Spicer [174].

Die Fixierung und Rehydrierung erfolgte wie zuvorargestellt. Zur Senkung des
Gewebe-pH-Wertes wurden die Gewebe nach der Reydg inc = 0,5 mol/l HCI pH = 0,3;

t =5 min) inkubiert. Mit einer zeitnah geldsten,ratéltrierten Alcianblaulésung £ = 10 mg/mi

in c= 0,5 mol/l HCI) wurden die Gewebeschnitte gefétlt 30 min; RT); anschlieRend mindes-
tens dreimalig inc= 0,5 mol/l HCI gespult und die Objekttragerkantauf Filterpapier abge-
presst, um eventuell verbliebene Alcianblaulosungtfernen. Der letzte Waschschritt bestand
aus einer Spulung in HCl £ 5 min;c = 0,5 mol/l HCI), dem Abpressen auf Filterpapied uter
Wasserung der Objekttrager fir einige Minuten. Redlkerngegenfarbung erfolgte mit einer
filtrierten Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Losung £ 15min; RT). Die Praparate wurden durch
eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert, in deeriedium Neo-Clear®& € 3x10 min) Gber-
fuhrt und mit Roti®-Histokitt 1l eingedeckt.

Einige Gewebe wurden zusatzlich vor der Alciantdalofing mit Hyaluronidase inkubiert
(t=1,5h;T=37 °C in der Feuchtkammer; testikulare Hyaluras&p = 0,5 mg/ml in vorge-
warmtem Phosphatpuffer nach Sgrengghs= 6,98; Pufferansatz entsprechend [175]).

Die mikroskopische Fotodokumentation erfolgte ankrgiskop Leica® DMR (Kamera: moti-
cam2500).

2.4. Allgemeine Zellkultur

Samtliche Arbeiten in der Zellkultur erfolgten unenwendung steriler Methoden in einer Si-

cherheitswerkbank der Klasse 2.

2.4.1.Allgemeine Zellkultur, Sub- und Dauerkultur

Tumorzelllinien wurden bis Passage 35 und die HUMZ&Qlinie bis zur Passage 8 genutzt. Die
Medien (Dulbecco’s Modified Eagle-Medium [DMEM-Meohn], Roswell Park Memorial Insti-
tute-Medium [RPMI-Medium], McCoy’s 5A-Medium) wurdemit fetalem Kéalberserum (fetal
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calf serum [FCS)) und Penicillin/Streptomycin sugpentiert

(O‘ __ 50 ml FCS+5 ml Penicillin/Streptomycin
- 500 ml Medium

) und das RPMI-Medium zuséatzlich mit L-Glutamin

( __ 5ml L-Glutamin

—) versetzt. Die Supplementierung des EndoPrime-Béestiums fir
500 ml Medium

HUVEC-Zellen erfolgte entsprechend den Herstellegaben.
Samtliche Zelllinien wurden bdi = 37 °C in einem 5 % CgZLuft-Gemisch und bei vollstandi-

ger Befeuchtung im Warmeschrank kultiviert.

Subkultivierung von adharenten Tumorzelllinien

Zur Subkultivierung wurde das Medium vollstandigremmmen, die Zellen mit PBS gespuilt und
mit V = 2 ml Trypsin/Ethylendiamintetraacetat-Losung (JTf& t = 5-10 min bei RT inkubiert.
Durch Abklopfen erfolgte das restlose Losen dedefelMit Zugabe vorVV = 12 ml Medium
wurde die Enzymreaktion gestoppt und die Zellsusipennach Resuspension im Zentrifugen-
rohrchen pelletiert (v = 1150 rprb= 7 min; Kihlzentrifuge 1707; Standardeinsatz). Déer-
stand wurde verworfen, die Zellen in zellspezifesthMedium resuspendiert und entsprechend
der Teilungsrate in einer neuen Kulturflasche Wit 20 ml Medium ausgesat.

Analog dazu erfolgte das Ablésen der HUVEC-Zellemctt Inkubation mitv = 3 ml Accutase

(t = 3—4 min; RT), Abklopfen und der Aufnahme in PBE&.ch dem Zentrifugieren (s. 0.) erfolg-
te die Teilung und Aussaat durch Aufnahme der Aellesupplementiertes EndoPrime-Medium.
Nicht fur die Erhaltungskultur bendtigte Zellen wan in direktem Anschluss in Experimenten

genutzt.

Subkultivierung von U937-Suspensionszellen

Die Subkultivierung der U937-Suspensionszellenlgéodurch Entnahme von Medium und
Zellen entsprechend dem Teilungsgrad und dem Aaffimit neuem RPMI-Medium auf
V=30 ml.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Subkonfluente Zellen wurden mit PBS gewaschen utigienfalls mit T/E bzw. Accutase abge-
l6st, gewaschen und abzentrifugiert. Die aufgeldekePellets wurden in vorgekihltem Ein-
friermedium (FCS mip = 10 % DMSO) aufgenommen und im Einfrierbehélieeestunde bel

T=4°C, einige Stunden b&i=-20°C und Uber Nacht b&i=-80 °C gelagert. Am folgenden
Tag wurden die Kryorohrchen in flussigen Stickstoffberfuhrt. Regelhaft wurden

2-3x10 Zellen/Réhrchen itv = 3 ml Einfriermedium eingefroren.
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Zum Auftauen von Zellen wurden die Kryoréhrchen des fliissigen Stickstoff entnommen,
iIm Wasserbad erwarmt, in vorgewarmtes Medium aufgenen und anschliel3end abzentrifu-
giert (v = 1150 rpmt = 7 min; Kuhlzentrifuge 1707; Standardeinsatz). iNameutem Waschen
mit PBS erfolgte die Aussaat mit einer Dichte vand 2x16 Zellen in eine neue Kulturflasche.

Die erste Subkultivierung wurde nach einigen Tad@mchgefihrt.

2.4.2.Zelllinien

Die nachfolgende Ubersicht charakterisiert die ¢gien Zelllinien hinsichtlich der Herkunft

und spezieller Kulturbedingungen. Samtliche Zalimsind humanen Ursprungs.

A549-Zellen

Die A549-Zellen wurden aus einem Lungenkarzinomaaven [176]. Diese zeigen Eigenschaf-
ten alveolarer Pneumozyten Typ Il (lamellar bodiesyl produzieren Lecithin [177-179]. Die
Zellen wurden in DMEM-Medium kultiviert und zweimaibchentlich= 1:10 geteilt.

A431-Zellen

A431-Zellen wurden aus einem Plattenepithelkarzim@mnVulva isoliert [176]. Es handelt sich
um eine adharent wachsende Zelllinie, die zweimathentlich im Verhaltnis 1:12-1:16 in
DMEM-Medium subkultiviert wurde.

A2780-Zellen

Bei A2780-Zellen handelt es sich um Zellen einesbelmandelten humanen Ovarial-
karzinoms [180]. Die Zelllinie wachst adharent iRNRI-Medium und wurde zweimal wochent-
lich 1:8 geteilt.

U937-Zellen

U937-Zellen reprasentieren ein histiozytisches Ligomp [181]. (Der Begriff ,histiozytisches
Lymphom* entspricht nicht mehr der aktuellen Teraiagie der Lymphome [182].) Die Zellen
wachsen nichtadhéarent als Zellsuspension [181] ddihnen bei Kultivierung mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) in Richtung Maphagen differenziert und adhériert wer-
den [183]. Diese missen jedoch als immatur angaesekeden [183]. Die Kultivierung erfolgte

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

SK-Hep-1-Zellen
SK-Hep-1-Zellen sind Zellen, die aus dem AszitesegilLeber-Adenokarzinompatienten etab-

liert wurden [184]. Sie besitzen keine hepatozytdeenschaften, sondern sind endothelialen
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Ursprungs [184]. Die  Subkultivierung erfolgte in BEWM-Medium  zweimal
wochentlich € 1:10).

HCT-116-Zellen
HCT-116-Zellen wurden aus einem Kolonkarzinom mli[185]. Die adharent wachsenden
HCT-116-Zellen wurden in McCoy’s 5A-Medium kultivieund zweimal wochentlich 1:8-1:10

geteilt.

QGP-1-Zellen

Bei QGP-1-Zellen handelt es sich um Zellen einas&ostatinoms, welche neben Somatostatin
auch Carcinoembryonales Antigen produzieren [188/7].1Die QGP-1-Zellen wurden in

RPMI-Medium kultiviert und zweimal wdchentlich imevhaltnis 1:10 geteilt.

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC-Zatlp
Jaffe et al. isolierten Endothelzellen aus der manaNabelschnur (HUVEC-Zellen) [188]. Die
Verdopplungszeit in der logarithmischen Phase dashatums betragt= 92 h [188]. HUVEC-

Zellen treten frihzeitig in die Seneszenz uber.v&ieden in EndoPrime-Medium kultiviert und

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

2.5. Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen

Mit Hilfe verschiedener Methoden ist es madglich, nkentrations-Wirkungs-Beziehungemn
vitro zu erstellen. Die Ermittlung der Zellviabiliat bét haufig auf der Reaktion von Tetrazoli-
um-Salzen zu Formazanen [189]. Ausgehend von demrgeenen Viabilitatswerten kénnen

»inhibitory concentration 50“-Werte (l{g-Werte) errechnet werden.

2.5.1.Definition von 1G,

Der 1Go-Wert ist ein errechneter Parameter, um die Wirksanvon Wirkstoffen auszudriicken
und zu vergleichen [190]. Je nach Berechnungsmetisides notwendig, zwischen absolutem
ICso- oder relativem Igg-Wert zu unterscheiden, wobei sich der Vergleich&puidndert
(100%-Kontrolle gegentber Testsubstanzmaximum) [190]dér vorliegenden Arbeit werden
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen nicht als ,Aiét in Abhangigkeit der Konzentration®,
sondern als ,Viabilitat in Abhangigkeit von der Kmantration“ dargestellt. Diese Darstellung
wird vielfach auch durch andere Arbeitsgruppen ¢&ra22, 191]. Grund fur diese Darstellung
sind die untersuchten Wirkstoffe (Zytostatika) weten Wirkung. Der I6-Wert ist demnach
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diejenige Konzentration, bei der die Viabilitat haSubstanzinkubation im Vergleich zu der

unbehandelten Kontrolle um 50 % vermindert war.

2.5.2 Erstellung von Konzentrations-Wirkungs-Beziehun@ewitro

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

wandt.

Theoretischer Hintergrund zum MTT-Test

Der MTT-Test und der Zusammenhang zwischen Farfiostsitz/optischer Dichte und Zellzahl
wurden erstmals durch Mosmann beschrieben [192in@age dessen ist die Reaktion des gelb-
lichen Tetrazols 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,%ptenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem
schwer l6slichen, blau-violetten Formazanproduk®2]1 Dieser Reduktionsschritt geschieht
vorwiegend NADH-, NADPH- und in geringerem Mal3e lusuccinat-abhangig [189, 193].
Entgegen urspringlicher Annahmen, kénnen nur réel2 % der Formazanprodukte in Mito-
chondrien bzw. an deren Membranen gefunden wertl@d].[ Die Reduktion des Farbstoffes
erfolgt aul3erdem in Plasmamembranen, im endoplésrhah Retikulum und dem Zytosol,
nicht jedoch im Zellkern [193, 194].

Die Absorption der gel6sten Formazanprodukte istdi@ Zellzahlen von 200-50.000 Zellen
direkt proportional (Ek 3-Lymphomzellen) [192].

Durchfiihrung des MTT-Tests im Rahmen dieser Arbeit

Das Protokoll eines MTT-Tests entspricht weiteségehden Herstellervorgaben (Millipore™)
sowie dem Protokoll nach Mosmann [192].

Nach der entsprechenden Inkubation der Substanze®6iMultiwell-Platten wurden zu je
V=100 ul vorliegendem Medium/weW = 10 pul MTT-Testreagenz zugegebeh=(5 mg/mi;
gelost in PBS, sterilfiltriert; bel = 4 °C lichtgeschutzt gelagert). Im Warmeschrari@lgte die
Inkubation fur t=4h. AnschlieRend wurde die Reaktion durch eing=60,04 N
HCI/2-Propanol-Lésung abgestoppt. Dazu wurde bé&deghten Zelllinienv = 50 pl Medium
ohne Zellaspiration abgenommen uie 150 pl der HCI/2-Propanol-Lésung hinzugefiigt. Bei
Suspensionszelllinen wurde jedem wék 100 pl des Losungsmittels hinzugegeben, ohne vor-
her Medium zu entfernen. Fur das nachfolgend bedudme Screening auf Zytotoxizitat wurde
vor dem Abstoppen kein Medium entnommen, sondem\fma 100 ul der HCI/2-Propanol-

Lésung hinzugefugt. Nach griindlicher Resuspensidhilfe einer Multikanalpipette erfolgte
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die Messung der Absorption mit dem Mikroplattenexaanthos htll innerhalb einer Stunde bei
A1 =570 nm und; = 620 nm als Referenzfilter (@R-s2¢ optische Dichte).

Fur detaillierte Konzentrations-Wirkungs-Beziehumgeicht jedoch fir das Screening, erfolgte
die Messung des Absorptionswertes von Zellen midiMa ohne MTT-Reagenz, aber mit Ab-
stopplosung, um die unspezifische Absorption dasdidgrundes zu ermitteln (L6sungsmittel,
Zellen, Medium). Es ergab sich dabei ein Hintergruon ODR70-.620= 0,012 (DMEM-Medium),
ODs70-620= 0,005 (RPMI-Medium) bzw. Of3p.620= 0,016 (HUVEC-Medium).

Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehunged Errechnung von KgWerten

Fur die Erstellung dein-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurden Kontnoll@ellen
mit Medium, ohne Wirkstoff) genutzt, deren @Bs2oals Ausdruck der metabolischen Aktivitat
mit einer Viabilitdt von 100 % gleichgesetzt wurdlde Berechnung der Viabilitat erfolgte ent-
sprechend Gleichung (1).

__ (Median/Mittelwert (ODs70_¢20 [Testkonzentration])—Hintergrund) %100

1) Viabilitdt [%] = 9
( ) [/0] (Median/Mittelwert (ODs579—g20 [Mediumkontrolle])-Hintergrund) %

Die Darstellung derin-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und die Errecighuer
ICs-Werte erfolgte mit GraphPad Prism® (Version 6 Wimdows®, GraphPad Software, San
Diego, California, USA). Die Errechnung dersidNerte wurde nach Normalisierung durch die
Rechenoperation ,log(inhibitor) vs. normalized resp — variable slope” durchgefihrt.

FUr das Zytotoxizitatsscreening wurden diesgti®/erte aus den Konzentrations-Wirkungs-
Graphen grafisch ermittelt, ohne die genannte Rexgberation durchzufihren. Wenn die Mog-
lichkeit vorhandenen war, einfachere Regressioigglagen in Microsoft® Excel® anzeigen
zu lassen, wurden die 4&Werte rechnerisch ermittelt, sofern sie aufRerlo#d untersuchten

Konzentrationsbereiches lagen.

2.5.3.Uberpriifung der dPGS-Zytostatika-Konjugate auf Fytwitétin vitro

Zytotoxizitatsscreening

Das Zytotoxizitatsscreening vergleicht eine grof¥emeahl an Substanzen hinsichtlich der Zyto-
toxizitat.

Dafur wurde eine Inkubationszeit vos 48 h ohne die vorhergehende Adharenz der Zeben G
Nacht ausgewahlt. Die Zellen wurden aus der Erhgikultur enthommen und entsprechend
Tabelle 9 inV =50 pl zellspezifischem Medium in 96-Multiwell-Blen ausgesat. Unterschied-

liche Zellzahlen sind notwendig, um Absorptionswar gewlnschten Bereich zu erhalten (oh-
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ne Sattigungsplateau, keine zu niedrigen AbsorptiprDie daflr notwendigen Zellzahlen wur-

den zuvor experimentell ermittelt (Daten nicht ggie

Tabelle 9
Ubersicht iiber die verwendete Zellzahl fir das Zgtozitatsscreening in Mikrotiterplatten.

Zelllinie A2780 A431 A549 HCT-116 SK-Hep-1 QGP-1 kY]
Zellen/well 5x103 2,5x103 3x103 4x103 4,5x103 5x103 8x103

Geringfligige Anpassungen der genannten Zellzahkmerwim Verlauf der Versuchsreihe zum
Ausgleich von Wachstumsunterschieden notwendig.\Izggleich wurde durch den Bezug der
Zytotoxizitat auf die Kontrollreihen ermdglicht. bla einer Ruhephase var 4 h erfolgte die
Zugabe der in DMEM-Medium geldsten Substanzen @##linien). PTX bzw. dPGS-PTX-
Konjugate sowie MTX und dPGSamin-MTX-(2) wurden @iner Zielkonzentration von
c=1; 10; 100 nmol/l eingesetzt, wahrend CAB bzwG&PCAB-Konjugate im Bereich von
c=0,1; 1; 10 pmol/l untersucht wurden. Fir DXR wWRIGSamin-DXR-(1) wurden Konzentra-
tionen vonc = 1; 10; 100; 1000 nmol/l gewahlt. Fur jede Konzatmbn wurde eine Probenzahl
von n = 8 verwendet, wobei fur jede Substanz einatilireine (Medium) genutzt wurde. Die
Inkubation erfolgte fut =48 h bzw.t =96 h (nur MTX und dPGS-MTX-Konjugate) mit an-
schlieBendem MTT-Test. Die Versuche wurden bidimfinhal wiederholt.

Einfluss der Inkubationszeit auf die Zytotoxizit@n PTX und dPGSamin-PTX-(6)
Fur die Errechnung des 4&Wertes in Abhangigkeit von der Inkubationszeit dem A549- und

A431-Zellen wie beschrieben aus der Erhaltungskwhitnommen und mit den in Tabelle 10
genannten Zellzahlen = 100 ul DMEM-Medium ausgesat.

Tabelle 10
Angabe der ausgeséaten Zellzahlen zur Untersuchueg Einflusses der Inkubationszeit auf den
ICso-Wert.

Zelllinie t=24h t=48h t=72h
A431 2,5x103 Zellen/well 1,5x1083 Zellen/well 0,8x103 Zellen/well
A549 3,5x103 Zellen/well 2x103 Zellen/well 1x103le|/well

Geringfligige Anpassungen der Zellzahlen waren aoffydes unterschiedlichen Wachstums der
Erhaltungskultur notwendig. Die Zugabe der SubstardPGSamin-PTX-(6) und PTX erfolgte
nach vorheriger Entnahme vdh= 50 pl Medium am néachsten Tag. Durch Zugabe deshgn

Volumens wurden die Substanzen mit einer Zielkotragion von
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¢ = 0,001-1000 nmol/l inkubiert (gelést in DMEM-Med). Je 96-Multiwell-Platte wurden drei
Kontrollreihen ohne Substanz und je Konzentratiore é’robenzahl von n =6 genutzt. Nach
Abschluss der Inkubationszeite £ 24 h;t, = 48 h;t; = 72 h) wurde der MTT-Test wie zuvor
beschrieben durchgefiihrt. Der Versuch wurde drieifamw. vierfach wiederholt. Die Randwells

wurden zur Evaporationsverminderung mit PBS aulgefu

Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) auf HUVEEHZn
Zur Erstellung von Konzentrations-Wirkungs-Beziegpeim von PTX und dPGSamin-PTX-(6)

auf nicht-malignen HUVEC-Zellen wurden diese minegi Dichte von 1,5xTellen/well in
V=100 pul supplementiertem EndoPrime-Medium ausgdsath Adharenz der Zellen tber
Nacht erfolgte die Enthnahme von V=50 pul Medium ute Zugabe der Substanzen PTX und
dPGSamin-PTX-(6) iV = 50 ul supplementiertem EndoPrime-Medium fur dimaibationszeit
vont =72 h (Zielkonzentratiorc = 0,01-1000 nmol/l). Je Platte sind drei Kontrolies genutzt
worden. Nach Abschluss der Inkubation erfolgtezilefor dargestellte MTT-Test. Die Versuche
wurden vierfach wiederholt. Der Anteil von FCS &@ifgrund von Wachstumsproblemen der

Erhaltungskultur teilweise variiert worden.

Einfluss der Sulfatierung von dPGS auf die Zytard#i von dPGSamin-PTX-(6)

An ausgewahlten Konjugaten sollte der Einfluss de&ulfatierung auf die
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung bei A431-Zellenansucht werden.

Dafir wurden A431-Zellen aus der Erhaltungskultatnemmen und mit einer Dichte von
2,5x103 Zellen/well ausgesat. Der grundlegende Aufdes Experimentes glich dem zuvor be-
schriebenen Screening (keine Adharenz tber Nabie)Substanzen (dPGSamin-PTX-(6) und
dessen niedriger sulfatierte Derivate; PTX; dPGaRWiX; dPGSamin) wurden in
DMEM-Medium verdinnt und im Bereich var= 0,1-1000 nmol/l inkubiert. Je 96-well-Platte
wurden drei Kontrollreihen genutzt und je Konzetitra eine Probenanzahl von n = 8. Der
MTT-Test wurde nach einer Inkubationszeit vion 48 h wie beschrieben durchgefihrt. Der

Versuch vierfach wiederholt.

Einfluss der ICC-Konjugation auf die Zytotoxizitat

Der Einfluss der ICC-Konjugation auf die Zytotoxiti sollte anhand von
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen bei A431-Zellatersucht werden. Dafur wurden PTX,
PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6) und dPGSamin-PTX-(6)-1@af A431-Zellen inkubiert. Diese
wurden in DMEM-Medium mit einer Dichte von 2x10%I&a in V = 100 ul/well ausgesét und
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uber Nacht adhariert. Am folgenden Tag erfolgte Eltnahme vorv = 50 ul DMEM-Medium

ohne Zellaspiration und die Zugabe des gleicheruehs mit Substanzen (Zielkonzentration:
¢ =0,1-1000 nmol/l). Je Mikrotiterplatte wurden dkantrollreihen genutzt. Nach Zugabe der
Substanzen erfolgten die Inkubation tir 48 h und der zuvor beschriebene MTT-Test. Der

Versuch wurde drei bzw. vierfach wiederholt.

2.6. Farbungen mit Toluidinblau und Alcianblauvitro

2.6.1.Toluidinblaufarbung verschiedener dPGS-Varianten

Fur die Farbung von dPGS-Varianten wurden U937enethit einer Dichte von 2,5x1@el-
len/well in einer 24-Multiwell-Platte auf unbeschieten, sterilen Deckglasern ausgesat, mit
RPMI-Medium +c = 10 nmol/l PMA Uber Nacht adhéariert und in Riclguiakrophagen diffe-
renziert [183]. Die Substanzen dPGS, dPGSamin, @RGBEPTX-(6), dPGamin-ICC und
PTX-ICC wurden in RPMI-Medium € = 10 nmol/l PMA verdinnt und mit einer Zielkonzextr
tion vonc=1 umol/l fur funf Tage auf den Zellen inkubiedach der Inkubation wurde das
Medium entfernt, die Deckglaser mit warmem PBS gkgmd die Zellen mit einer Formalde-
hyd-Ldsung fixiert § = 4 g Paraformaldehyd [PFA]/2100 ml PB% = 7,4;t = 10 min auf Eis).
Nach erneutem Waschen erfolgte die Farbung deeZeliit einer frisch filtrierten Toluidinblau-
l6sung =1 mg/ml inc = 0,5 mol/l HCI) Uber Nacht bei RT. AnschlieRendrden die Deck-
glaser kurz in Aqua dest. gespult, tér 3 s mit einer Eosin-G-LOsung gegengefarbt uneimer
aufsteigenden Alkoholreihe fur jeweils nur wenigegk@den entwassert. Als Intermedium wur-
de Neo-Clear® fut = 5 min genutzt und die Praparate anschlieRendRuoiit®-Histokitt 1l ein-
gedeckt.

2.6.2.Alcianblaufarbung unterschiedlich stark sulfatied®PGS-Molekile

Die Farbungstheorie zur Darstellung von Sulfatgerpperuht auf Lev et Spicer [174] und wur-
de zur Zellfarbungn vitro angepasst. Fir die Alcianblaufarbung unterschibdiiark sulfatier-
ter dPGS-Polymere wurden U937-Zellen fir vier TagePMA (c = 10 nmol/l) auf unbeschich-
teten, sterilen Deckglasern in 24-Multiwell-Plat@thariert und in Richtung immaturer Makro-
phagen differenziert [183]. Es erfolgte ein Mediveohsel am Tag 2 nach Aussaat
(RPMI-Medium +c =10 nmol/l PMA). Die Substanzen dPGS, dPGSamin,GStmin-
70 % Sulfat, dPGSamin-45 % Sulfat, dPGSamin-30 #aBund dPGSamin-15 % Sulfat wur-
den fur t=48h auf den Zellen inkubiert (Zielkonzentrationc=1pmol/l; in
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RPMI-Medium +c = 10 nmol/l PMA). Anschlie3end erfolgten die Abnahihes Mediums und
die Fixierung der Zellen mit einer Formaldehyd-Légup = 4 g PFA/100 ml PBSpH = 7,4,

t =10 min auf Eis). Fur die Alcianblaufarbung wurddie Deckglaser einmalig mit Aqua dest.
gewaschen, in HCI inkubiertc & 0,5 mol/l; t=5 min) und furt=30 min mit Alcianblau

(6 =10 mg/ml inc= 0,5 mol/l HCI) gefarbt. Nach mehrmaligem Wasclaem Deckglaser mit
HCI (c = 0,5 mol/l), vorsichtigem Abpressen auf Filtergapund kurzem Spilen in Aqua dest.
wurde die Gegenfarbung mit einer Kernechtrot-Aluommsulfat-Lésung durchgefuhrt
(t=15 min; RT). Nach erneutem Spulen in Aqua de&tr,Entwasserung der Praparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe und der Inkubation iroN#ear®-Intermediumt(= 5 min) erfolgte
das Eindecken mit Roti®-HistoKit II.

2.7. Analyse ICC-markierter dPGS-Konjugate

Die Methodik zur Untersuchung des Einflusses d&2-Markierung auf die Zytotoxizitat ist in
Kapitel 2.5.3. beschrieben.

2.7.1.Absorptionsanalyse

Nach Rulcklosung der lyophilisierten Substanzen RT&; dPGSamin-PTX-(6)-ICC,
dPGSamin-ICC und dPGamin-PTX-ICC mit Aqua dest. ro@#VISO (Zielkonzentration:
c =10 umol/l) erfolgte die Absorptionsmessung im Bmgphotometer Beckman® DU530
UV/VIS im Bereich von/l; = 400 nm bisl, = 800 nm mit einem Messabstand vbh= 1 nm.

Beide Losungsmittel wurden als Hintergrundmessumnigezogen.

2.7.2 .Fluoreszenzanalyse

Die Substanzen PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dP@8dCC und dPGamin-PTX-ICC
wurden zur Rucklésung und Verdinnung in DMSO odequa dest. aufgenommen
(c=0,1-10 pmol/l). Zur Fluoreszenzmessung wurdeFHiigrreszenzreader Lambda Fluoro 320
microplate reader (Klinik fir Dermatologie, Charité@Jniversitatsmedizin Berlin, Charité Cam-
pus Mitte) mit einem Exzitationsfilter lgx = 485/20 nm und einem Emissionsfilter
Aem=590/20 nm verwendet. Die Hintergrundfluoreszeegsung erfolgte mit DMSO bzw.

Aqua dest. ohne Substanzzugabe.
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2.8. Aufnahme und Elimination von dPGS-Konjugaitervitro

2.8.1.Durchflusszytometrische Analysen zur Aufnahme vaxX#CC,
dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGamin-PTX-ICC und dPGSalaiG-

Fur die Untersuchung der Aufnahme von PTX-ICC, dBG®&-PTX-(6)-ICC,
dPGamin-PTX-ICC und dPGSamin-ICC wurde die Durddhytometrie (fluorescence-
activated cell sorting; FACSCalibur™) genutzt. Dawwrden A431-Zellen mit einer Dichte von
2x10 Zellen/well in 24-Multiwell-Platten mit DMEM-Mediunausgesét und zur Adharenz tber
Nacht kultiviert. Anschlie3end wurden die o. g.vaulyophilisierten Konjugate frisch geldst
und in DMEM-Medium verdinnt auf den Zellen inkubiefZielkonzentration im well:
c=1umol/l bezogen auf das Gesamtmolekulargewiciiach den Inkubationszeiten
(t=0,25 h—48 h; 17 Messpunkte) wurden das Mediurfeentt die Zellen dreifach mik =4 °C
kaltem PBS gewaschen und mit T 200 ul T/E;t =5 min; T = 37 °C) abgeldst. Die Zellen
wurden anschlieBend mit Medium in Rundbodenréhrahmerftihrt, mit kaltem PBS gewaschen
und abzentrifugiertd = 250g; t = 8 min; T =8 °C). Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte
ein weiterer, gleicher Waschschritt, jedoch ohnaliMimzugabe. Abschliel3end wurden die Zel-
len inp =3 % FCS in PBS aufgenommen und in einem FAC®GAN-Durchflusszytometer
gemessen (Duplikatmessung). Zur Auswertung wurde RPlmgramm CellQuest™ Pro 4.0.2
verwendet. Der Versuch wurde mit dem gleichen Rataviederholt.

2.8.2.Mikroskopische Untersuchung der Aufnahme von dPA&&mX-(6)-1ICC

Aussaat von Zellen auf (3-Amino-propyDtriethoxgsitbeschichtete Deckglédser

Zur Aussaat von Zellen auf sterilen DeckglaserndearLetztere in einer 24-Multiwell-Platte
mit einer frisch geldsten, sterilfiltrierten Amint@-Losung ¢ =150 ul  (3-Amino-
propyl)triethoxysilan/50 ml ED; = 1 ml/Deckglas) fuit = 30 s beschichtet, die Losung entfernt
und die Deckglaser fir einige Stunden in der Sterikbank getrocknet. Die Aussaat der Zellen
erfolgte mit einer Dichte von 2,5-5x%&llen/well inV = 500 pl bzw.V = 1000 pl. Zur Adhé-
renz wurden die Zellen Gber Nacht nur mit Mediukuinert.

Aufnahmeanalyse von dPGSamin-PTX-(6)-ICC
Die Aussaat der A431-Zellen erfolgte auf (3-Amingpyl)triethoxysilan-beschichteten Deck-

glasern mit einer Dichte von 5x18ellen/well (s. 0.). Das Polymer dPGSamin-PTXA®BE
wurde in Medium verdinntE 1 pumol/l) und firt; = 10 min;t, = 30 min;t; =1 h;t;, =3 h und
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ts = 24 h beil = 37 °C auf den Zellen inkubiert. Nach der Inkubativurde das Medium abge-
nommen, die Deckglaser in den wells wurden mit RBSEis gewaschen und die Zellen mit
einer Formaldehyd-Losung € 4 g PFA/100 ml PBSpH = 7,4;t =10 min) lichtgeschitzt auf
Eis fixiert. Nach erneutem Waschen wurden die 2efie mit DAPI gegengefarbt (1:500 in
PBS; sterilfiltriert,t = 15 min, RT) und die Pr&parate mit Fluorescenceiiiog Medium ein-
gedeckt. Die mikroskopische Untersuchung erfolgteRluoreszenzmikroskop DMLB (Kamera:
RTKE spot) mit konstanten Belichtungszeités 60 ms fir DAPIt = 1000 ms fir ICC).

2.8.3.Durchflusszytometrische Analyse der Elimination von
dPGSamin-PTX-(6)-1ICC und dPGSamin-ICC

Die In-vitro-Eliminationsanalyse der Substanzen dPGSamin-P}Xg6 und dPGSamin-ICC
erfolgte analog zur Aufnahmeanalyse mithilfe der rddflusszytometrie. Es wurden
A431-Zellen mit einer Dichte von 1x10bzw. 2x18 Zellen pro well in V= 500pl
DMEM-Medium in 24-Multiwell-Platten ausgesat undeiitNacht adhariert. Anschliel3end er-
folgte die Zugabe voW =500 pl DMEM mit den o. g., rehydrierten, zuvoohilisierten Sub-
stanzen (Zielkonzentratiorc = 1 umol/l). Die Konjugate wurden fiir= 24 h auf den Zellen
inkubiert, danach das Medium vollstandig abgenomnden wells zweifach mit warmem PBS
gewaschen und®/ = 1000 ul konjugatfreies DMEM-Medium zugegebentgf= Es erfolgte die
erneute Inkubation fur verschiedene Inkubationsrett = 0,5 h—48 h; gemessen &). tAn-
schlielend wurde das Medium vollstandig entferrg, Zellen mitV =200 pl T/E {= 7 min;

T =37 °C) abgeldst und mit Medium in Rundbodenrébarchiberfiihrt. Nach zweimaligem Wa-
schen mit PBS und Abzentrifugieréd = 350 g; t =5 min; T =6 °C) erfolgten die Aufnahme
der  Zellen in ¢=3%FCS in PBS und die  Analyse in einem
FACSCalibur™-Durchflusszytometer.

Das Experiment wurde als Triplett je Zeit und Sahsgtdurchgefihrt und einmalig wiederholt.
Die Einstellungen des FACSCalibur™-Durchflusszyttere wurden bei der Messung konstant

belassen und die Ergebnisse mit dem Programm Cetl®UPro 4.0.2 ausgewertet.

2.8.4.Mikroskopische Untersuchung der Aufnahme von dPG&&%R-(1)

Die Untersuchung der Aufnahme von DXR und dPGSdbMiR-(1) erfolgte mit A431-Zellen
auf (3-Amino-propyl)triethoxysilan-beschichteten diglasern (6x10 Zellen/well; Adharenz
Uber Nacht; Deckglasbeschichtung siehe Kapitel22.8AnschlieRend wurden die Zellen fur

ty = 10 min;t; = 30 min,t3 =1 h,t; = 3 h undts =6 h mit DXR bzw. dPGSamin-DXR-(1), ver-
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dinnt in DMEM-Medium, inkubiertd= 1 pmol/l bezogen auf Gesamtmolekulargewicht).iNac
der Inkubation wurden die Zellen mit einer FormalgteLosung fixiert § =4 g PFA/100 ml
PBS; pH =7,4;t=10 min) und die Kerne mit DAPI gegengefarbt (050 PBS;t = 15 min;
sterilfiltriert). Die mikroskopischen Aufnahmen eldten am DMLB-Fluoreszenzmikroskop
(Kamera: RTKE spot) mit den in den Tabellen 11 d&dgenannten Belichtungszeiten. Ein
guantitativer Vergleich zwischen den beiden Sulzsarerfolgte nicht.

Tabelle 11
Belichtungszeiten fir die fluoreszenzmikroskopiscdhgfnahmeanalyse von DXR.
Objektiv DAPI DXR
40x 25 ms 1300 ms
65x 10 ms 250 ms
Tabelle 12
Belichtungszeiten fir die fluoreszenzmikroskopiscdhgfnahmeanalyse von dPGSamin-DXR-(1).
Objektiv DAPI dPGSamin-DXR-(1)
40x 15 ms 1000 ms
65x 10 ms 220 ms

2.9. Nachweis des Wirkmechanismus von dPGSamin-PTX-(6)

2.9.1.Durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus

Fur die Analyse des Zellzyklus wurden A431-Zelleit @ner Dichte von 2,5xP®ellen/well in

V =500 ul DMEM-Medium ausgesét (24-Multiwell-Platiamd Uber Nacht zur Adharenz inku-
biert. Die Substanzen PTX, dPGSamin-PTX-(6), dPG@B8anmd dPGamin-PTX wurden in
DMEM-Medium verdinnt und auf den Zellen inkubiect=(10 nmol/l bezogen auf das Ge-
samtmolekulargewicht). Nach der Inkubationszeit {2 h) wurde das Medium entnommen, die
wells mit PBS gespiilt, die Zellen mit T/E abgel®ét= 200 pl T/E;t=~ 7 min; T= 37 °C), mit
Medium in Rundbodenréhrchen Uberfihrt und abzemidit @ = 350 g; T=6 °C;t =5 min).
Es erfolgte ein zweiter Waschschritt mit PBS. Zixidfung wurdep = 70 % Ethanol unter vor-
sichtigem Schutteln auf dem Vortexer zugegebeniibet Nacht inkubiertT{= 4 °C). Im An-
schluss wurde das Ethanol abzentrifugiert, Ribczasg A =50 pg/ml int=15 min abge-
kochtem PBSYV =500 pl) zugegeben und inkubiefit£ 37°C;t = 30 min). Nach abschliel3en-
dem Waschen wurden die Zellengr= 3 % FCS in PBS aufgenommen und mit Propidiundiodi
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(Zielkonzentrationp = 50 pg/ml) furt > 20 min auf Eis inkubiert. Die Messung von 50.0@)-Z
len erfolgte am Durchflusszytometer FACSCalibur™ Kanal FL-2 unter konstanten Einstel-
lungen mit einer Messgeschwindigkeit von maximad Fellen/s. Zur Auswertung wurde das
Programm FCS Express™ 5.0.74 (De Novo Softwarendalie, CA, USA) verwendet. Genutzt
wurde die Berechnung nach folgendem Modell: ,manitgl ,1 cycle”, ,Order of S =07,
,G2/Gy not fixed”, ,with background fit”, ,sliced nuclei”

2.9.2.Beeinflussung der Tubulinverteilung durch PTX uitizEamin-PTX-(6)

Zum Nachweis der veradnderten Tubulinverteilung nbatubation von PTX bzw. dPGSamin-
PTX-(6) wurden A431-Zellen mit einer Zelldichte vor2,5x1G Zellen/well auf
(3-Aminopropyl)triethoxysilan-beschichteten Declsgén (siehe Kapitel 2.8.2.) i =500 pl
DMEM-Medium ausgeséat und Uber Nacht adhariert. Riestanzen PTX, dPGSamin-PTX-(6),
dPGSamin und dPGamin-PTX wurden mit weiteven 500 ul DMEM-Medium auf den Zellen
inkubiert (Zielkonzentrationc = 100 nmol/l). Nach der Inkubatiotn£ 16 h, T = 37 °C) wurde
das Medium entnommen, die Zellen dreifach mit kallBS gewaschen, mit einer Formalde-
hyd-Ldsung fixiert § = 4 g PFA/100 ml PBSH = 7,4;t = 8 min) und tUber Nacht b&i=4 °C

in einer Formaldehyd-Ldsung gelageft=0,1 g PFA/100 ml PBSpH = 7,4). Anschliel3end
erfolgten die Permeabilisierung mit einer Triton®180/PBS-Losungao(= 500 pl Triton® X-
100/100 ml PBS;t =4 min), erneutes Waschen und das Blockentf&a®d5 min mit Milch
(6 = 1 g Milchpulver/20 ml PBS). Die Inkubation desrRéarantikdrpers Ante-Tubulin (1:4000
in Milch; Ansatz s. 0.) erfolgte fir=1 h bei RT. Nach erneutem Waschen wurde die Efior
zenzmarkierung durch den anti-mouse-Cy™3-Antikor(de200 in Milch; Ansatz s.o0.) fur
t=1h bei RT durchgefihrt und die Zellkerne mit DAR:500; in PBS; sterilfiltriert;

t =15 min) gegengefarbt. Das Eindecken erfolgte Rhitorescence Mounting Medium. Zur
Verminderung unspezifischer Hintergrundsignale veuwteée Milchpulver/PBS-Losung mit einem
Sterilfilter (Porengrof3ed = 0,2 um) gereinigt. Die Praparate wurden mit demfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop LSM 5 Exciter, Axiolmager M1 uddr Software Zen 2009, Carl Zeiss®

Mikrolmaging GmbH, Jena, aufgenommen.

2.10. Statistische Methodik

Fur statistische Darstellungen/Auswertungen wunlerfolgenden Programme genutzt:
* IBM® SPSS® Statistics 19.0.0, SPSS® Inc., an IBM®n{pany, Armonk,
New York, USA,
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» GraphPad Prism® Version 6 fiur Windows, GraphPadtv&oe, San Diego,
California, USA;
» Microsoft® Office® 2010 Version 14.0.6112.5000, Nktsoft® Corporation,
Redmond, Washington, USA,;
= CellQuest™ Pro, Version 4.0.2, BD® Biosciences, $ase, California, USA;
» FCS Express™ 5.0.74, De Novo Software, Glendalkfo@aa, USA.
SPSS® ist fur die Analyse der Tumorvolumina unddhigjische Experimente des Tierversu-
ches; GraphPad Prism® fiur die Errechnung deg-Werte und Microsoft® Excel® fur verglei-
chende Analysen ohne Signifikanztestungen sowieEdmittlung der 1G-Werte beim Zytoto-
xizitatsscreening angewandt worden. Die BerechmierglGgeWerte mit GraphPad Prism® 6
wurde auf Seite 38 erlautert. Primare Datensatze diochflusszytometrischen Darstellungen
wurden durch CellQuest™ Pro erhoben. Die Zellzykhadyse erfolgte mit FCS Express™ 5.
Die zur Ermittlung der Signifikanz angewandtenistetichen Testverfahren sind im Ergebnisteil
nach den einzelnen Ergebnissen genannt. Grundlegemtt das Signifikanzniveau mit< 0,05
angenommen (Einzeltestung). Es erfolgte die AnwegdierBonferroni-Korrektur wenn mul-
tiple Testungen an einem Datensatz durchgefuhntleurDie entsprechenden Datensatze sind in
den Ergebnissen gekennzeichnet. Wurden signifik&ntgebnisse aus dem Vergleich zweier
95%-Konfidenzintervalle abgeleitet, so ist dies mér dezeichnung Iptervallvergleiclt ge-
kennzeichnet. Dabei bestatigt keine Uberlappundg8es-Konfidenzintervalle einen signifikan-

ten Unterschied.
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3. Ergebnisse

3.1. Behandlung von Lungentumoren mit dP{aSivo

Die Untersuchungen zur Vertraglichkeit und zum kisg von dPGS auf das Tumorwachstum
wurden an einem humanen Lungentumor in der Maugeavestet. Es sollte auch die potentielle
Anreicherung des Polymers und dessen Penetratidasimfumorgewebe analysiert werden. Das
Modell bestand aus der Xenografttransplantation A6#A9-Lungentumorzellen in thymusaplas-
tische Mause. Die Behandlung erfolgte in drei Gaipp (A) Kontrollgruppe;
(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS und (©)= 30 mg/kg b.w. dPGS.

3.1.1.Kdrpergewicht und Verhalten der Tiere

Wahrend der Behandlung und im Nachbeobachtungsaitevurden die Tiere hinsichtlich der
Surrogatparameter ,Korpergewicht” und ,Verhalter@obachtet, um Aussagen zur Vertraglich-
keitin vivo ableiten zu kbnnen.

FUr das absolute Kdrpergewicht am Tag 12 nachrdpfantation der Tumorzellen (1. Behand-
lungstag) wurden die folgenden Werte erhobes Median; x = arithm. Mittel):

(A) Kontrollgruppe: X = 25,6; X = 26,6; min = 24,2; max = 32,3 [g],

(B) D =10 mg/kg b.w. dPGS: X = 29,4; X = 29,5; min = 25,6; max = 33,1 [g],

(C) D =30 mg/kg b.w. dPGS: X =31,4; ¥ = 31,8; min = 28,7; max = 34,3 [g].

Die Kontrollgruppe und die miD = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unterschisité
am Tag 12 signifikant in ihrem Kdrpergewidpt= 0,026; Mann-Whitney-U-Test f. unabhéang.
Stichproben).

Der weitere Gewichtsverlauf der Tiere wurde alsitreés Korpergewicht, bezogen auf Tag 12,
untersucht (relatives Korpergewicht am Tag 12 =Ath Tag 44, dem Ende der Nachbeobach-
tungsperiode, wurden fur das relative Korpergewttghtdrei Gruppen folgende Werte ermittelt

(¥ = Median; x = arithm. Mittel):

=N
Il

(A) Kontrollgruppe: 1,10; ¥ = 1,10; min = 1,08; max = 1,15,
(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS: % = 1,08; ¥ = 1,09; min = 1,04; max = 1,17,
(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS: % = 1,09; ¥ = 1,10; min = 1,08; max = 1,14.

)
)

Zu keinem der Untersuchungszeitpunkte wurden slgmite Unterschiede des relativen Kérper-

gewichtes zwischen den drei Gruppen nachgewi@samskal-Wallis-Test f. unabhéng. Stich-
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proben).Die Daten der anderen UntersuchungszeitpunkteaisdGrinden der Ubersicht nicht
gezeigt.

Wahrend der Behandlung und Nachbeobachtung ise&eaier Tiere verstorben [195]. Anzei-
chen fur toxische unerwiinschte Arzneimittelwirkumgies dPGS sind nicht erkennbar gewor-
den [195].

3.1.2.Veranderung der Tumorvolumina

Zur Untersuchung der Wirksamkeit von dP{®BS/ivo wurde das Tumorvolumen der Lungentu-
moren analysiert.

Am Tag 12 nach Implantation (1. Behandlungstag)dearfir die absoluten Tumorvolumina
folgende Werte ermitteltt(= Median; X = arithm. Mittel):

(A) Kontrollgruppe: % = 0,06; ¥ = 0,07; min = 0,038; max = 0,123 [cm?],

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS: % = 0,062; ¥ = 0,063; min = 0,05; max = 0,082 [cm?],

(C)D =30 mg/kg b.w. dPGS: % = 0,056; ¥ = 0,074; min = 0,044; max = 0,124 [cm3].

Die drei Gruppen unterschieden sich damit in ihedmoluten Tumorvolumen am Tag 12 nicht
signifikant (p = 0,956; Kruskal-Wallis-Test f. unabhéang. Stichpmpbdnnerhalb der Gruppen
(A) und (C) waren jedoch grof3e Spannweiten der lateso Tumorvolumina am Tag 12 fest-
stellbar.

Der weitere Verlauf des Tumorvolumens wurde alatieds Tumorvolumen (RTV) bezogen auf
Tag 12 untersucht (RTV am Tag 12: Rip¥ 1). Abbildung 7 zeigt den Verlauf des RTV der

einzelnen Gruppen in Abhangigkeit von der Zeit.
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[[Kontrolle

[ID = 10 mg/kg b.w. dPGS

i ED = 30 mg/kg b.w. dPGS .

relatives Tumorvolumen

4—

12 15 19 22 27 29 33 36 40 44

Zeit [d] nach Implantation der Tumorzellen

Abbildung 7

Die Behandlung miD = 30 mg/kg b.w. dPGS fuhrte verglichen mit der Karitgruppe ab Tag 19
zu einer Verminderung des Medians der relativen dmolumina (n. s.).

Darstellung der relativen Tumorvolumina, bezogenf dwag 12, in Abhangigkeit von der Zeit
(relatives Tumorvolumen am Tag 12: RT)= 1). Behandlung von A549-Lungentumoren in athy-
mischen Mausen mit (A) PBS (Kontrolle); (B)D =10 mg/kg b.w. dPGS und
(C) D = 30 mg/kg b.w. dPGS. Je Gruppe n = 6 Tiere.

Es wurden z. T. ausgepragte Unterschiede dervetaliumorvolumina innerhalb einer Gruppe
festgestellt. Am Tag 33 (Ende der Behandlung am3gvurden in der Kontrollgruppe relative
Tumorvolumina von RTV = 2,7-5,% (= 3,8) und in der mitD = 30 mg/kg b.w. dPGS behan-
delten Gruppe RTV =1,0-4,% & 2,5) gemessen. Am Ende der Nachbeobachtungsperiode
(Tag 44) wurden fur die Kontrollgruppe RTV in einddereich von RTV = 3,6-9,& = 5,0)
und in der mitD = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Gruppe relativendruolumina von
RTV =1,0-5,4% = 3,5) gefunden.

Die Kontrollgruppe und die miD = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unterschisidé

in ihrem relativen Tumorvolumen am Tag 33 und ang B nicht signifikant Tag 33:

p =0,093; Tag 44: = 0,093; Mann-Whitney-U-Test f. unabhéng. Stichpnjbe

Die Mediane der RTV der miD = 10 mg/kg b.w. dPGS behandelten Gruppe waren dgsav
hoher als die Mediane der RTV der KontrollgruppeblgpAdung 7). Das Tier B3
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(D =10 mg/kg b.w. dPGS) zeigte ein gegenuber denrandBeren dieser Gruppe deutlich er-
hohtes relatives Tumorvolumen (Ausreif3er/ExtremueAbbildung 7).

Es kann fir jeden Tag separat der Quofiéat(2) gebildet werden:

Median des RTV [D = 33{% b.w. dPGS-Gruppe (Tagy)]
X100 % .

(2) T/ C (Tagi) = Median des RTV [Kontrollgruppe (Tagy)]

k =12;15;19;22;27;29;33;36;40; 44

Der Quotient nahm vom Tag 12/C =100 %) und dem Tag 19/C=73 %) zum Tag 22
(T/C =66 %) ab. An den folgenden Messzeitpunkten vedsbdler Quotient bel/C~ 65 % bei
einem zweimaligen Anstieg alffC =71 % (Tag 29) bzwI/C =69 % (Tag 44). Die vorwie-
gende Verminderung des Quotienten fand somit inrai@in der ersten beiden Behandlungszyk-
len statt (Tag 12-16; 19-23).

3.1.3.Untersuchung der Proliferation, Apoptose und descBFm Tumorgewebe

Immunhistochemische Darstellung der Proliferatianct Anti-Ki-67-Antikorper

Eine Beeinflussung des Tumorvolumens koénnte duink germinderte Proliferation erklart
werden. Zur Darstellung der proliferierenden Geveslbeile in den Tumoren wurde der Prolife-
rationsmarker Ki-67 immunhistochemisch angefarlit6®-Protein wurde urspringlich nur in
proliferativ aktiven Zellen gefunden [196].

Abbildung 8 zeigt reprasentative fluoreszenzmikops&che Aufnahmen.

(a) Kontrollgruppe (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS (c) D =30 mg/kg b:w. dPGS

Abbildung 8

Die Behandlung mit dPGS verringerte die optischele der proliferativ aktiven Zellen in den
Tumorgeweben.

Reprasentative Aufnahmen von A549-Lungentumorgeweder (a) Kontrollgruppe sowie der mit
(b) D =10 mg/kg b.w. dPGS und (& = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiere. Kontrollded-
lung mit PBS. n = 18.

Immunhistochemische Farbung des Proliferationsmegki€i-67 (rot) und Kerngegenfarbung mit
DAPI (blau). Originale VergroRerung 100x. Bilderehigleichartig digital helligkeits- und kon-
trastverstarkt.

52



Mikroskopisch waren insbesondere im Zentrum der dneém in allen Gruppen Bereiche ohne
Zellkernsignale erkennbar, die am ehesten nektmisoder apoptotischen Arealen entsprachen.
Eine Quantifizierung dieser Bereiche war jedocthnindglich. Proliferativ aktive Zellen waren
vorwiegend in Tumorrandbereichen sichtbar. Diesmbie Dichte proliferativ aktiver Zellen war
bei Tumoren deD = 30 mg/kg b.w. dPGS-Gruppe im Vergleich zur Kolggroippe vermindert.

Die quantitative Auswertung der mikroskopischen akfmen erfolgte durch Ermittlung der
Ki-67-Fluoreszenz bezogen auf die DAPI-Fluoreszd@ellkerne). Dies entspricht dem
Quotienten @ ([3]; K = Bildnummer).

(Fluoreszenz Ki- 67)g
(Fluoreszenz DAPI)g

(3) Qx =

Abbildung 9 stellt die Analyse der einzelnen Gruppger.
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b.w. dPGS b.w. dPGS

Abbildung 9
Die Behandlung mit D= 30 mg/kg b.w. dPGS reduziedie Proliferation in mikroskopischen Auf-
nahmen der Lungentumoren signifikafd = 0,004; Mann-Whitney-U-Test f. unabhang. Stichpro-

ben; Bonferroni-Korrektur)

Darstellung der Quotiente@y = LuoreszenzKiz6k - ~Bildnummer), ermittelt aus mikroskopischen
(Fluoreszenz DAPI)g

Aufnahmen von A549-Lungentumoren. Kontrollbehandjunmit PBS. Behandlung mit
D =10 mg/kg b.w. dPGS bzwD = 30 mg/kg b.w. dPGS. n =18 Tumoren. Ermittlungr d@aten
aus n = 18 mikroskopischen Aufnahmen.

Durch Analyse dieser @Quotienten wurden folgende Werte ermitt&lt<f{ Median;

X = arithm. Mittel):
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(A) Kontrollgruppe X = 0,153; x = 0,194; min = 0,095; max = 0,416,
(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS % = 0,111; ¥ = 0,138; min = 0,056; max = 0,310,
(C)D =30 mg/kg b.w. dPGS % = 0,040; ¥ = 0,047; min = 0,009; max = 0,104.
Die Kontrollgruppe und die miD = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unterschisidé

signifikant (p = 0,004; Mann-Whitney-U-Test f. unabhang. StichpnybeEin signifikanter Un-
terschied zwischen der Kontrollgruppe und &ex 10 mg/kg b.w. dPGS-Gruppe konnte nicht
nachgewiesen werdép = 0,310; Mann-Whitney-U-Test f. unabhang. Stichpnybeiuch beide
Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht sigmifi(p = 0,026; Mann-Whitney-U-Test f.
unabhéng. Stichprob&h

Immunhistochemische Darstellung der Apoptose ddmirCaspase-3-Antikdrper

Nach der Proliferation sollte auch der EinflusseeidPGS-Behandlung auf die Apoptose unter-
sucht werden. Fir die Darstellung apoptotischer €manteile in den Lungentumoren wurde
Caspase-3 angefarbt, die im Ablauf der Apoptose eamtrale Stellung einnimmt [197].

Abbildung 10 zeigt reprasentative fluoreszenzmikopssche Aufnahmen.

(a) Kontrolle (b) D = 10 mg/kg b.w. dPGS (c) D = 30 mg/kg b.w. dPGS

Abbildung 10

Die Behandlung mit dPGS erhthte die optische Diché& apoptotischen Signalen in den Tumo-
ren.

Repréasentative Aufnahmen von A549-Lungentumorgeweder (a) Kontrollgruppe sowie der mit
(b) D =10 mg/kg b.w. dPGS und (& = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiere. Kontroll&ed-
lung mit PBS. n =18 Tumoren. Immunhistochemischirbdung mit Anti-Caspase-3-Antikérpern
(rot) und Kerngegenfarbung mit DAPI (blau).

Originale VergroBerung 100x. Alle Bilder hier gldiartig digital helligkeits- und kontrastver-
starkt.

2 Das Signifikanzniveau wurde mit dBonferroni-Korrekurangepasst.
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Caspase-3-positive Signale wurden insbesonderetiargangsbereich von zentralen, apoptoti-
schen/nekrotischen Bereichen zu zellkernmorphotbgistaktem Gewebe gefunden. Im Rand-
bereich der Tumoren waren nur geringere Anteil€aspase-3-positiven Signalen darstellbar.
Die quantitative Auswertung der mikroskopischen akfmen erfolgte durch Ermittlung der
Caspase-3-Fluoreszenz bezogen auf die Zellkerm-¢dmenz (DAPI).

Dies entspricht dem Quotienter Q4]; K = Bildnummer).

__ (Fluoreszenz Caspase—3)g

(4) Qx =

(Fluoreszenz DAPI)k

Die Auswertung dieses Quotienten fir die einzel@emppen ist in Abbildung 11 gezeigt.

N . p = 0,240 .
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Kontrolle D=10mg/kg D=30mg/kg
b.w. dPGS b.w. dPGS

Abbildung 11
Nach Behandlung miD = 10 bzw. 30 mg/kg b.w. dPGS war der Median der fza®-3/DAPI-
Fluoreszenz erhdht.

. Fl C -3 . . .
Darstellung der Quotienten, = LroreszenzCaspase g - - gilgnummer), ermittelt aus mikrosko-
(Fluoreszenz DAPI)g

pischen Aufnahmen von A549-Lungentumorgeweben. Keolibehandlung mit PBS. Behandlung
mit D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzwh = 30 mg/kg b.w. dPGS. n = 18 Tumoren.

Ermittlung des Quotienter@Qyx aus n, = 18 (Kontrolle); g =17 O = 10 mg/kg b.w. dPGS) und
nc = 15 O = 30 mg/kg b.w. dPGS) mikroskopischen Aufnahmentdhavor Analyse auf die jewei-
ligen Tiere aggregiert.
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Durch Analyse der RWerte wurden folgende Werte ermittelt
(¥ = Median; x = arithm. Mittel):

(A) Kontrollgruppe X =0,097; x = 0,119; min = 0,034; max = 0,267,

(B) D = 10 mg/kg b.w. dPGS % = 0,224; ¥ = 0,261; min = 0,122; max = 0,496,

(C)D =30 mg/kg b.w. dPGS % = 0,340; X = 0,364; min = 0,024; max = 0,921.

Wahrend die mitD =30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe im Medias Hachste
Caspase-3/DAPI-Verhaltnis aufwies, zeigte die Kalilgruppe den niedrigsten Median der Quo-
tienten Caspase-3/DAPI.

Die D = 10mg/kg b.w. dPGS sowie die nidt= 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe unter-
schieden sich zur Kontrollgruppe hinsichtlich ders@ase-3/DAPI-Fluoreszenz nicht signifikant
(p=0,093 bzw. g 0,240; Mann-Whitney-U-Test f. unabhang. StichprdbeBeide Behand-
lungsgruppen unterschieden sich hinsichtlich desp@se-3/DAPI-Fluoreszenz ebenfalls nicht
signifikant(p = 0,937; Mann-Whitney-U-Test f. unabhéng. Stichpnybe

Immunhistochemische Darstellung der Verteilung MéxkB

In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werdass dPGS den Transkriptionsfaktor KB -
binden kann [157, 158], der eine zentrale Stellimgder Pathogenese maligner Tumoren
einnimmt [34]. Die Darstellung von NEB erfolgte zur Untersuchung der Anzahl und Vertei-
lung positiver Zellkerne (aktive Form des Transkapsfaktors). Es sollte die Frage beantwortet
werden, ob NReB durch dPGS beeinflusst wird.

Abbildung 12 zeigt reprasentative Aufnahmen der unhstochemischen Farbung.

® Das Signifikanzniveau wurde mit dBonferroni-Korrekurangepasst.
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(a) Kontrolle (b) D =10 mg/kg b.w. dPGS (c) D =30 mg/kg b.w. dPGS

Abbildung 12
Die Verteilung der NFeB-positiven Zellkerne war in den Geweben sehr inlogmn. Eine eindeu-

tige Veranderung der Anzahl oder Verteilung der NB-positiven Zellkerne konnte nicht erkannt
werden.

Repréasentative Aufnahmen von A549-Lungentumorgewdbe (a) Kontrollgruppe sowie der mit
(b) D =10 mg/kg b.w. dPGS und (& = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiere. n = 18. lmm
histochemische Anfarbung mit Anti-NkB-p65-Antikdrper (rot) und Kerngegenfarbung mit DAP
(blau). Das biologisch aktive NkB im Zellkern erscheint durch Uberlagerung violett.

Originale VergroRerung 100x. Alle Bilder hier gldiartig digital helligkeits- und kontrastver-
starkt.

Es zeigte sich innerhalb der drei Gruppen einenmdgene Verteilung von NkB in den Zell-
kernen. Eine eindeutige Verdnderung der Anzahl abrVerteilung von NRkB-positiven-
Zellkernen konnte optisch nicht erkannt werden. stiven verschiedenen Bereichen innerhalb
einer Aufnahme gab es in der Dichte von RB~positiven Zellkernen teilweise erhebliche Un-
terschiede. Haufig waren NEB-positive Zellkerne in einem umschriebenen Bereigliinden.

Die quantitative Auswertung der mikroskopischen makfmen erfolgte durch Ermittlung der
ausgezahlten NkB-positiven Zellkerne bezogen auf die Zellkern-Faszenz (DAPI). Dies

entspricht dem Quotientenk@5]; K = Bildnummer).

__ (Anzahl NF-kB—positiver Zellkerne)k

(5) Qk =

(Fluoreszenz DAPI)k

Die daraus abgeleitete numerische Auswertung i&binldung 13 dargestellt.
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1.07 p = 0,440

NF-xB/DAPI

=
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Kontrolle D=10mg/kg D=30mg/kg
b.w. dPGS b.w. dPGS

Abbildung 13
Die Zahl der NFkB—positiven Zellkerne wurde durch die Behandlung ehPGS nicht signifikant
verandert p = 0,440; Kruskal-Wallis-Test f. unabhéng. Stichprap.e

__ (Anzahl NF—kB—positiver Zellkerne)g

Darstellung der Quotienter@, = (Flnoreszenz DA , (K =Bildnummer), ermittelt aus

mikroskopischen Aufnahmen von A549-LungentumorgeembKontrollbehandlung mit PBS. Be-
handlung mitD = 10 mg/kg b.w. dPGS bzwb = 30 mg/kg b.w. dPGS. n = 18 Tumoren.
Ermittlung des Quotienten ausy & 10 (Kontrolle); g =8 (D = 10mg/kg b.w. dPGS) undcr= 6
(D = 30mg/kg b.w. dPGS) mikroskopischen Aufnahmen. édatvor Analyse auf die jeweiligen
Tiere aggregiert.

Zwischen den Gruppen zeigte sich hinsichtlich dezakl NFxB-positiver Zellkerne kein signi-
fikanter Unterschiedp = 0,440; Kruskal-Wallis-Test f. unabhéang. Stichpmobe

3.1.4.Toluidinblau- und Alcianblaufarbung

Toluidinblau

Die Toluidinblaufarbung farbt Mastzellen metachraiseh violett an [198]. Grundlage der Far-
bung ist die Darstellung des Heparins in den Mégramula [198]. Mithilfe der Toluidin-
blaufarbung sollte initial untersucht werden, ob Behandlung mit dPGS einen Einfluss auf die
Mastzellen austibte.

Abbildung 14 zeigt reprasentative mikroskopischefnabhmen der Tumorgewebe nach der

Toluidinblaufarbung.
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Abbildung 14

Nach Behandlung miD = 10 und 30 mg/kg b.w. dPGS erhtdhte sich die siahdbFarbung des
tumorumgebenden Bindegewebes mit Toluidinblau.

Reprasentative Aufnahmen der A549-Lungentumoren abelelt mit (a) PBS;
(b) D =10 mg/kg b.w. dPGS bzw. (@) = 30 mg/kg b.w. dPGS. Toluidinblaufarbung und Gegen
farbung mit Eosin (rot).

Originale VergréRerung 200x. BG: Bindegewebe; Tniargewebe.

Nach der Toluidinblaufarbung zeigten sich in demiollgruppe vereinzelte, im Bindegewebe
und vorwiegend am Tumorauf3enrand befindliche gedaziellen, deren Morphologie Mastzel-
len entsprechen kdnnte.

In der mitD = 10 mg/kg b.w. dPGS behandelten Gruppe war diglsace Farbung durch Tolui-
dinblau deutlich verstarkt. Es zeigte sich einedhtlb Anzahl gefarbter Zellen im tumorumge-
benden Gewebe, nicht jedoch im Tumorgewebe sdlbstVerteilung des Toluidinblaus war
dabei homogen im Bindegewebe um den Tumor daratellbin vergleichbares Ergebnis war
auch fur die miD = 30 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe erkennlayewdie optische Far-
beintensitat Uber der zuvor genannten Gruppe tageftingerem Mal3e farbten sich auch Berei-
che innerhalb der Tumoren an. Letztgenannte Anfigbn konnten Bindegewebe und Blutgefa-

Be reprasentieren. Tumorzellen wurden in keinep@ewurch Toluidinblau angefarbt.

Alcianblau
Die folgenden Ergebnisse und Abbildungen sind kexaroffentlicht worden: [199].

Mit der Methode nach Lev et Spicer kann Alcianbfmmutzt werden, um stark sulfatierte Gly-
kosaminoglykane anzufarben [174]. Da dPGS ebenéatisstark sulfatiertes Makromolekul ist
[143], konnte es moglicherweise mit Alcianblau destgllt werden.

Abbildung 15 zeigt mikroskopische Aufnahmen deri&hblaufarbung bei den Lungentumor-

geweben.
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Abbildung 15

Nach der Behandlung mib = 10 bzw. 30 mg/kg b.w. dPGS war eine verstarktef&&hung des
tumorumgebenden Bindegewebes durch Alcianblau eélsr.

Reprasentative Aufnahmen der A549-Lungentumoren anelelt mit (a) PBS;
(b) D =10 mg/kg b.w. dPGS bzw. (d) = 30 mg/kg b.w. dPGS. Farbung der Gewebe mit Aleian
blau und Gegenfarbung mit Kernechtrot. Originaler§y@Rerung 200x. Kennzeichnung von mog-
lichen Mastzellen ([a], schwarzer Pfeil) und intwatoralen, bindegewebigen Anteilen (roter
Pfeil).

T: Tumorgewebe; BG: Bindegewebe.

In der Kontrollgruppe wurden Einzelzellen angefarie vorwiegend im tumorumgebenden
Bindegewebe am TumoraufRenrand lokalisiert sind {{dbbg 15 [a]; schwarzer Pfeil). Der
Morphologie folgend kénnten diese Mastzellen déeste BlutgefalRe sowie die tumorumgeben-
den/durchziehenden Bindegewebe wurden nur schwichidln angefarbt (Abbildung 15 [a];
roter Pfeil).

In Geweben der miD = 10 bzw. 30 mg/kg b.w. dPGS behandelten Tiereteegh, neben der
schwach-blaulichen Anfarbung von intratumoralemdgigewebe, eine optisch deutlich intensi-
ve Alcianblaufarbung im Bindegewebe am Tumorauf3@hradumorzellen wurden nicht durch
Alcianblau gefarbt. Die Verteilung der Alcianblatdéang war mit den Ergebnissen der Tolui-
dinblaufarbung vergleichbar.

Eine Hyaluronidasebehandlung vor der Alcianblaufath kann die Anfarbung von Hyaluron-
saure und Chondroitinsulfat vermindern [200]. Abbitg 16 zeigt repréasentative mikroskopi-

sche Aufnahmen der Lungentumoren mit bzw. ohne Wgaidasebehandlung
[Hy(+) bzw. Hy(-)].
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Abbildung 16

Eine Hyaluronidasevorbehandlung vor der AlcianbBrbfung verminderte den bindegewebigen,
unspezifischen Hintergrund.

Reprasentative Aufnahmen der A549-Lungentumoren abelelt mit (a; d) PBS, (b;e)
D = 10 mg/kg b.w. dPGS bzw. (c; i) = 30 mg/kg b.w. dPGS. Farbung der Gewebe mit Aleian
blau und Gegenfarbung mit Kernechtrot. (a—c; g) Koflen ohne Hyaluronidasebehandlung
[Hy(-)], (d—f; h) mit Hyaluronidasebehandlung [Hy)[+ Gegenfarbung mit Kernechtrot.

Originale VergroRerung (a—f) 200x; (g; h) digitaVergroRerung aus den Bildern (a) bzw. (d).
Alle Bilder hier gleichartig digital kontrast- unilelligkeitsverbessert.

Die Hyaluronidasevorbehandlung verminderte die Amfag des tumordurchziehenden Binde-
gewebes deutlich. Bindegewebige Septen waren irgl®eh mit den zuvor gezeigten Ergebnis-
sen kaum noch darstellbar. Vereinzelte Zellen veloleh jedoch gut sichtbar gefarbt.

61



In beiden behandelten Gruppen waren nach Hyaluaseloiehandlung am Tumoraul3enrand Zel-
len sichtbar, die stark Alcianblau-positiv warereldgn diesen Einzelzellen werden auch intersti-
tielle Anteile des tumorumgebenden Gewebes dailfestees jedoch mit optisch geringerer

Farbeintensitat verglichen zu Aufnahmen ohne Hyaliglasebehandlung. Das Tumorgewebe

selbst war frei von deutlichen Farbungen durchakibiau.

3.2. Untersuchungen der Zytotoxizitdt von dPGS-Konjunatevitro

Eine kovalente Bindung von Zytostatika (PTX, CABXB®, MTX) an dPGS (dPGSamin,
dPGSazid) kdnnte die zuvor dargestellte Wirkungdfe&Sin vivo verbessern und dieses mog-
licherweise als Drug-Targeting-System genutzt werdeeshalb wurden verschiedene kovalente
dPGS-Zytostatika-Konjugate synthetisiert (mivenioi@nbH, Berlin) undin vitro auf ihre

Wirksamkeit untersucht.

3.2.1.Zytotoxizitatsscreening kovalenter dPGS-Zytostakkajugate

Die Zytotoxizitat kovalenter dPGS-Zytostatika-Kog@de wurde anhand von 14 Konjugaten
auf 7 Zelllinien gescreent. Die ermitteltensg@Verte der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
sind in Tabelle 13 (Seite 64 f.) dargestellt.

PTX und dPGS-PTX-Konjugate

Die Zelllinien wiesen eine unterschiedliche Sengdtifir PTX auf. Die ermittelten I§g-Werte
befanden sich im Bereich von 46 2 nmol/l (U937) bis 16 > 135 nmol/l (SK-Hep-1). Die
Wirksamkeit des dPGSazid-PTX-(1) und der KonjugdRGSamin-PTX-(2 bzw. 3) war auf
allen Zelllinien im Vergleich zu PTX vermindert. B&K-Hep-1- und A431-Zellen wies
dPGSamin-PTX-(4) einen niedrigerensg®ert als PTX auf. Fir dPGSamin-PTX-(5) zeigten
sich bei den Zelllinien QGP-1, HCT-116, U937 und3A4G;o-Werte, die vergleichbar mit PTX
oder gegenuber PTX vermindert waren. Auch fir dR@ES#TX-(6) konnte mit
ICs0 =15 nmol/l bei A431-Zellen ein im Vergleich zu RTICso = 95£78 nmol/l) verminderter

ICso-Wert ermittelt werden. Zuséatzlich war die Herstei des dPGS-Anteils gegenltber den
anderen dPGS-PTX-Konjugaten verbessert worden rtatisierter Batch-Prozess des
dPGSamin). dPGSamin-PTX-(6) wurde deshalb fir digese Analyse ausgewahlt.

CAB und dPGS-CAB-Konjugate
Nur QGP-1- und A2780-Zellen wiesen fur CABsWerte im untersuchten Bereich auf. Fir die

anderen Zelllinien wurden die Werte zumindest teib® mit Hilfsfunktionen ermittelt. Das
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Konjugat dPGSazid-CAB-(1) zeigte bei U937- und AZzllen vergleichbare bzw. niedrigere
ICs-Werte als CAB. Die Ig-Werte des dPGSamin-CAB-(5) waren mit dergi@/erten von
CAB vergleichbar oder verbessert.

Im Vergleich dazu wiesen das hochbeladene dPGS@mBH6) sowie die Konjugate
dPGSamin-CAB-(2 bzw. 3) i. d. R. keine oder eineMargleich zu CAB verminderte inhibitori-

sche Wirkung auf.

MTX und dPGSamin-MTX-(2)

Ermittelte 1Go-Werte ergaben bei der Inkubation fir=48h bzw. t=96h fir
dPGSamin-MTX-(2) bei jeder Zelllinie eine im Vergle zu MTX deutlich verminderte zytoto-
xische Wirkung. dPGSamin-MTX-(2) war natk 48 h Inkubationszeit bei keiner Zelllinie in-

hibitorisch wirksam und wies auch nach=96 h Inkubationszeit l&-Werte von
ICs50 = 500 nmol/l bis zu 165 > 2000 nmol/l auf. Weder MTX noch dPGSamin-MTX-¢igten
eine Wachstumsinhibition bei HCT-116- oder SK-Hepgéellen nacht = 48 h Inkubationszeit.

DXR und dPGSamin-DXR-(1)

Bei der Inkubation von DXR wurden dgWerte von 1Gy=35nmol/l (QGP-1) bis
ICs50 = 450 nmol/l (A549) ermittelt. Die Wirksamkeit valPGSamin-DXR-(1) war im Vergleich
zu DXR bei jeder Zelllinie deutlich vermindert. Di€se-Werte von dPGSamin-DXR-(1) ent-
sprachen z. T. 16> 10.000 nmol/l, wobei der niedrigste sidNVert mit 1Go = 1300 nmol/l
(QGP-1) ermittelt wurde.
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Tabelle 13

Ubersicht tiber ermittelte I§g-Werte von dPGS-Kontrollen, Zytostatika und dPGSt@statika-Konjugaten. Dargestellt sind einzeln etteilite
ICso-Werte bzw. Mittelwerte unabhangiger Versuche.

Kennzeichnung von Mittelwerten und Angabe der Seanddbweichung mit ,1“, n = 1-5 Experimente. Kenn#eiung von Werten, welche mit-

tels nichtlinearer Regressionen ermittelt wurdernt pi“. Der ICso-Wert lag dabei auBBerhalb des untersuchten Konagimmnsbereiches und

wurde theoretisch bestimmt. n. i.:

nicht inhibieden: Wert nicht ermittelt. (Mittel-)Werte, die > Wwaren, wurden auf 5 bzw. 10 gerundet.

Wirkstoff Zelllinie

A549 A2780 QGP-1 HCT-116 U937 A431 SK-Hep-1
dPGSazid-K1 [UM] n.i. 20% n. i - n.i 20% n. i
dPGSamin-K1 [UM] n.i. n. i. n. i n. i n. i n. i n. i
dPGSamin-K2 [UM]  n.i. 45% 20% n.i - 20% n. i
dPGSamin-K3 [NM]  n.i. > 100 n. i n. i n. i n. i n. i
Paclitaxel (PTX) [nM]  75+29t%; n=3 4£2t;n=4 5+1t;n=4 10+his 4 2+1t;n=3 95+78tf; n=2 135%;>100; > 100
dPGSazid-PTX-(1) [nM]  135% 55 35 25 35 100 700
dPGSamin-PTX-(2) [nM] 215% 60 60 55 45 115% > 1000
dPGSamin-PTX-(3) [nM]  130% 35 80 50+31t;n=2 20 100 125%
dPGSamin-PTX-(4) [nM] 100 35 25 20 5 15 90
dPGSamin-PTX-(5) [hM] 100 15 10 5 4 65 > 100
dPGSamin-PTX-(6) [nM]  125% 40 35 25 10 15 175%

* ICs-Wert korrigiert auf die Beladung des Polymers deiln zytotoxisch aktiven Wirkstoffanteil (PTX)
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Chlorambucil (CAB) [uM] 40+61%;n=4 5+1t;n=3 5t1f;n=3 30#9ff;n=5 10+7t%;n=3 15+6ff;n=2 n.i;n=3
dPGSazid-CAB-(1) [uM] 35% 6 5 20% 5 5 n.i
dPGSamin-CAB-(2) [UM] n.i. 15% 24% n. i. 30% n. i n. i
dPGSamin-CAB-(3) [UM] n.i. 25% 100% n. i. n. i. in. n. i
dPGSamin-CAB-(4) [uM] 100% 10 10 30% 10 20% 30%
dPGSamin-CAB-(5) [UM] 20 5 5 10 5 5 601
dPGSamin-CAB-(6) [UM] n.i n. i n. i. n. i n. i. n. i n. i
Methotrexat (MTX) )
[nM]  140% > 100 65 n.i 50 $175 n.i
t=48h
dPGSamin-MTX-(2) : : : : : : :
[NM]  n.i n. i n. i n. i n. i n. i n. i
t=48h
MTX
[nM] 30 15 10 - 5 10 -
t=96h
dPGSamin-MTX-(2)
[nM] > 2000 700 500 - 1600 840 -
t=96 1
Doxorubicin (DXR) [nM] 450 90 35 230 45 250 260
dPGSamin-DXR-(1) [PM] n.i. 5000 1300 n. i > 10.000 > 10.000 > 10.000

Anmerkung: Die Konjugate dPGSamin-MTX-(1; 3—6) wWiRiGSamin-DXR-(2—6) wurden nicht synthetisiert.

® |Cs-Wert korrigiert auf die Beladung des Polymers deiln zytotoxisch aktiven Wirkstoffanteil (CAB)
® |Cs-Wert korrigiert auf die Beladung des Polymers deiln zytotoxisch aktiven Wirkstoffanteil (MTX)
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3.2.2.Einfluss der Inkubationszeit auf die Zytotoxizivé@n PTX und
dPGSamin-PTX-(6)

Die folgenden Ergebnisse und Graphiken sind beveitsffentlicht worden: [155].

Im Screening zeigte das Konjugat dPGSamin-PTX+{6hesondere bei A431-Zellen gegeniber
PTX eine verbesserte Wirksamkeit und wurde als #ganj fir detaillierte Untersuchungen aus-
gewabhilt.

Abbildung 17 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Bgmingen der Inkubation von PTX und
dPGSamin-PTX-(6) bei A431-Zellen in Abhangigkeit tiikubationszeit.
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Abbildung 17

Mit zunehmender Inkubationszeit verringerten sichie d IC5o-Werte fir PTX und
dPGSamin-PTX-(6). dPGSamin-PTX-(6) wies im Vergleizu PTX hdéhere I§-Werte auf.
Darstellung derln-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur die Inkubmati von PTX und

dPGSamin-PTX-(6) bei A431-Zellen in Abhangigkeitrnvaer Inkubationszeit. n =3 (PTX) und
n =4 (dPGSamin-PTX-(6)).
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Neben A431-Zellen (Vulvakarzinom) wurden auch A2)ien (Lungentumor) untersucht, da
PTX Kklinisch bei Lungentumoren eingesetzt wird uhd Wirksamkeit von dPG& vivo an
einem A549-Lungentumor im Mausmodell untersuchtdearist (Kapitel 3.1.). Aus den ermit-

telten Viabilitaten wurden I§g-Werte fir beide Zelllinien berechnet (Tabelle 14).

Tabelle 14

Ubersicht uber die errechneten sfeWerte fir die Inkubation von PTX und dPGSamin-PT&-
auf A431- und A549-Zellen in Abhéngigkeit von derkubationszeitt{= 24 h; 48 h; 72 h). Anga-
be des 9%36-Konfidenzintervalls (95 % C. I.) und des BestinimattsmalRes der FunktiorR).

n = Anzahl unabh&angiger Versuche.

Zelle | Wirkstoff t=24h t=48h t=72h
ICo  95%C.I. o, |ICso 95%C.L o, [ICx 95%C.I p,
[nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l]
A431 | PTX (n=3) 89,0 33,3-238 0,83 3,3 1,9-6 0,92 1,7 0,9-3,2 0,9
dPGSamin-
A431 311 157-615 0,84 7,6 6-9,5 0,98]| 3,4 2,3-5,1 0,95

PTX-(6) (n = 4)

A549 | PTX (n=3) 240 93,2618 0,84 145 7,3-28,9 0,92 2,6 1,3-5,3 0,91

dPGSamin-
A549 591 286-1223 0,89| 57,2 35,6919 0,95| 9,5 6,6-13,8 0,97
PTX-(6) (n = 3)

Fir beide Wirkstoffe konnte bei beiden Zelllinient dunahme der Inkubationszeit eine Ver-
minderung der Igg-Werte festgestellt werden.

Die ICso-Werte von PTX waren bei beiden Zelllinien und edgm Messzeitpunkt im Vergleich
zu den entsprechendensiWerten von dPGSamin-PTX-(6) vermindert. Diesg@Verte von
PTX und dPGSamin-PTX-(6) déx=48h-Inkubation unterschieden sich bei A431-Zellemsig
fikant (PTX: 1G5 = 3,3 nmol/l; 95 % C. I. = 1,9-6 nmol/l; dPGSarfimX-(6):
ICs0= 7,6 nmol/l; 95 % C. I. = 6-9,5 nmolihtervallvergleicl). Auch die 1Gs-Werte von PTX
nach t =48 h Inkubation bei A549-Zellen (4= 14,5 nmol/l; 95 % C. |. =7,3-28,9 nmol/l)
wiesen im Vergleich zu den igWerten von dPGSamin-PTX-(6) @#6¢= 57,2 nmolll;
95 % C. I. = 35,6-91,9 nmol/l) einen signifikanteimterschied auf{Intervallvergleich).Eben-
falls signifikant unterschieden sich die sb&NVerte bei A549-Zellen nacht=72h
(PTX: 1Cs0=2,6 nmol/l; 95 % C. I. =1,3-5,3 nmol/l; dPGSaRiTX-(6): 1Go= 9,5 nmol/l,

95 % C. I. = 6,6—13,8 nmolfntervallvergleicl).
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Insbesondere bei PTX wurden hohe Intertestabwegdruder Viabilitat bei einer Konzentration
vonc =1 nmol/l gefunden.

3.2.3.Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) auf HUVEEHZn

Zur weiteren Einschatzung deer-vitro-Zytotoxizitat von dPGSamin-PTX-(6) war die Evaloat
bei nicht-malignen Zellen notwendig. Dafur wurdenie d Substanzen PTX und

dPGSamin-PTX-(6) auf HUVEC-Zellen inkubiert. Abhilog 18 zeigt die ermitteltem-vitro-
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen.
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Abbildung 18

Das Konjugat dPGSamin-PTX-(6) zeigte im Vergleichh RTX bei nicht-malignen HUVEC-Zellen
eine verminderte zytotoxische Wirksamkeit.

Darstellung derln-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur die Inkubati von PTX und
dPGSamin-PTX-(6) bei HUVEC-Zellen. Inkubationszetits 72 h. n = 4.

Durch Regression wurden die in Tabelle 15 gezeilffen\Werte errechnet.

Tabelle 15

Ubersicht Gber errechnete dgWerte fir die Inkubation von PTX und dPGSamin-PT&- bei

HUVEC-Zellen. Inkubationszeit = 72 h. Angabe der 9%-Konfidenzintervalle (95 % C. I.) und
des BestimmtheitsmalReR3. n = 4.

Substanz IGe-Wert 95 % C. I. R2
[nmol/l] [nmol/l]

PTX 0,45 0,05-4,2 0,23

dPGSamin-PTX-(6) 40,0 18,6-86,1 0,86
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Der IGo-Wert von PTX (IGo = 0,45 nmol/l; 95 % C. I. = 0,05—-4,2 nmol/l) waeilder Inkubati-
on auf HUVEC-Zellen gegeniber dems¢Vert von dPGSamin-PTX-(6) (Kg= 40 nmol/l;
95 % C. I. = 18,6-86,1 nmol/l) signifikant vermimt@ntervallvergleich)

Hohe Intertestabweichungen der Viabilitat, insbesoa beic < 0,1 nmol/l PTX, fuhrten zu ho-
hen Viabilitatsspannweiten, in deren Folge das 98e¥irauensintervall des WgWertes flr
PTX eine groRe Spannweite annahm. Bei dPGSamin-®B)Maren im Vergleich zu PTX ge-
ringere Intertestabweichungen zu verzeichnen.

3.2.4.Einfluss der Sulfatierung auf die Zytotoxizitat vaRGSamin-PTX-(6)

Teilergebnisse des folgenden Abschnittes sind tseverdffentlicht worden: [155].

Im Vergleich zu dPGS-Fluorochrom-Konjugaten werd@&-Fluorochrom-Konjugate nur mar-
ginal aufgenommen [144]. Anhand vam\Vitro-Zytotoxizitatstests sollte untersucht werden, ob
dPGamin-PTX im Vergleich zu dPGSamin-PTX-(6) deroiyé auch eine verminderte Wirkung
aufweist.

Abbildung 19 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Bdming bei A431-Zellen (aus Griinden der
Ubersicht sind nur einige Konjugate aufgefiihrt).
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Abbildung 19

PTX und dPGSamin-PTX-(6) wiesen eine vergleichbKanzentrations-Wirkungs-Beziehung auf.
Auch die Inkubation von dPGamin-PTX induzierte eiveabilitatsminderung, wahrend die Inku-
bation von dPGSamin zu keiner Abnahme der Viabilitzhrte.

Darstellung der In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von PTX, dPGSaiRITX-(6),
dPGamin-PTX und dPGSamin bei A431-Zellen. Inkubatipeit:t = 48 h. n = 3-4.
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Tabelle 16 fasst die errechnetend@erte der Konjugate zusammen.

Tabelle 16

Ubersicht tiber errechnete JgWerte fir die Inkubation verschiedener Substanzard A431-
Zellen ohne vorherige Adhéarenz der Zellen Uber Nachngabe des 9%-Konfidenzintervalls
(95 % C. I.), des BestimmtheitsmaBRes der FunktioR? (und der Anzahl unabhangiger
Experimente (n). n. i.: nicht inhibierend.

ICso-Wert 95 % C. L.

Substanz n R2
[nmol/l] [nmol/l]
PTX n=3 24,1 14,1-41,2 0,79
dPGSamin-PTX-(6) n=4 330 23,1-47,0 0,84
dPGSamin-PTX-(6)-45 % Sulfat n=4 44,4 31,8-62,0 0,84
dPGSamin-PTX-(6)-15 % Sulfat n=4 40,5 26,9-60,9 ,810
dPGamin-PTX n=3 50,1 31,6-79,5 0,82
dPGSamin n=3 n.i - -

Die  ICs-Werte  der unterschiedlichen  Substanzen waren dowah den
Konzentrations-Wirkungs-Diagrammen als auch in blerechneten I§-Werten im Konzentra-
tionsbereich vort = 10-100nmol/l lokalisiert. Fur die Substanzen vemrdGso-Werte in einem
Konzentrationsbereich von 4g= 24,1 nmol/l (PTX) bis 16 = 50,1 nmol/l (dPGamin-PTX)
errechnet. Die geringer sulfatierten Molekile dP@BaPTX-(6)-45 % bzw. -15 % Sulfat
(ICs0 = 44,4 nmol/l bzw. I = 40,5 nmol/l) hatten gegentber dem hochsulfamedPGSamin-
PTX-(6) (IGo= 33,0 nmol/l) einen erhthten J&Wert. Die 9%%-Vertrauensintervalle der
ICso-Werte dieser Konjugate Uberlagerten sich; es gafeksignifikanten Unterschiede.

Bei der Inkubation mit dPGSamin konnte keine Abnaldar Viabilitit gemessen werden.

Die zuvor dargestellten KgWerte von PTX/dPGSamin-PTX-(6) bei A431-Zellene din der
Zeitabhangigkeitsanalyse errechnet wurden48 h; Kapitel 3.2.2.), unterschieden sich signifi
kant von den hier gezeigten si&Nerten (Intervallvergleich) Die Prainkubationsbedingungen
beider Experimente waren jedoch verschieden.
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3.3. Farbungen mit Toluidinblau und Alcianbl@&uvitro

Zur weiteren Analyse mussten Methoden zur Darstglkon dPGS-Konjugaten genutzt werden.
Wie an den Gewebeschnitten der Lungentumoren daityes/urden mit der Toluidin- und der
Alcianblaufarbung Methoden untersucht, die moglarese dPGS in histologischen Geweben
nachweisen kénnten. Die Protokolle sollten fighvitro-Versuche etabliert und die Farbungen
hinsichtlich der Farbeselektivitat untersucht werdeazu wurden U937-Zellen mit PMA in die
Richtung immaturer Makrophagen differenziert [18F8s ist bekannt, dass Makropha-
gen/Kupffer-Zellen dPGS-Fluorochrom-Konjugate atimen kénnen [152, 161].

3.3.1.Toluidinblaufarbung nach Inkubation von dPGS-Koisism

Die Toluidinblaufarbung wurde nach Inkubation voRGE, dPGSamin, dPGSamin-PTX-(6),
dPGamin-ICC und PTX durchgefihrt. Abbildung 20 rewprasentative mikroskopische Auf-
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Abb|ldung 20

Nach der Inkubation von dPGS, dPGSamin und dPGS&iK-(6) konnten differenzierte

U937-Zellen mit Toluidinblau angefarbt werden.

Reprasentative Aufnahmen von differenzierten U93I&n, inkubiert fur funf Tage mit

¢ =1 umol/l (a) dPGS, (b) dPGSamin, (c) dPGSamin-P(BX, (e) dPGamin-ICC und (f) PTX. (d)
Negativkontrolle. Farbung der Zellen mit Toluidira und Gegenfarbung mit Eosin (rot). Bild (f)
aus Einzelaufnahmen zusammengefigt.

Originale VergréRerung 1000x. Bilder gleichartiggéial kontrast- und helligkeitsverstarkt.
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Nach der Inkubation von dPGS und dPGSamin konni¢lggrenzbare, mit Toluidinblau ange-
farbte Aggregationen in den Zellen dargestellt wardDie Farbeintensitat unterschied sich je-
doch zwischen den einzelnen Zellen deutlich. Esxt@mauch Zellen nachgewiesen werden, die
nicht mit Toluidinblau angefarbt waren. Zusatzhehr die Verteilung der Farbung innerhalb der
Zellen inhomogen. Auch nach Inkubation von dPGSariiX-(6) wurde eine gut sichtbare Far-
bung der Zellen durch Toluidinblau nachgewieseresBiFarbung verteilte sich grof3flachig in
den Zellen. Definierte Zellkompartimente waren noeliech bedingt bei keiner der Substanzen
evaluierbar. Sowohl die Kontrollzellen als auch i dPGamin-ICC und PTX inkubierten Zel-
len wiesen keine nachweisbaren Anfarbungen durdhidioblau auf.

Bei den mit dPGSamin-PTX-(6) und PTX inkubiertenckgldsern konnten nur noch wenige
Zellgruppen nachgewiesen werden. Die anderen Irlaren (dPGS, dPGSamin,

dPGamin-ICC) wiesen gut erhaltene, mit der Kongrgkrgleichbare Zellpopulationen auf.

3.3.2.Alcianblaufarbunqg unterschiedlich stark sulfatied®GS-Derivate

Die Alcianblaufarbung auf PMA-differenzierten U9Z@éllen wurde genutzt, um festzustellen,
bis zu welchem Sulfatierungsgrad verschiedener dP@@nere eine Farbung in den Zellen

nachweisbar ist. Abbildung 21 zeigt reprasentativenahmen.
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Abbildung 21

Nach der Inkubation von dPGS-Derivaten (Sulfatiegsgrad: DS = 70-90 %) auf PMA-
differenzierten U937-Zellen konnten diese mit Aloebdau angefarbt werden.

Repréasentative Aufnahmen von U937-Zellen, differienz mit PMA in Richtung immature Makro-
phagen. Inkubation von (a) dPGS, (b) dPGSamin-80 %) dPGSamin-70 % Sulfat,
(e) dPGSamin-45 % Sulfat und (f) dPGSamin-15 % 8ulc = 1 pmol/l; t = 48 h). (d) Negativ-
kontrolle. Farbung der Zellen mit Alcianblau und gemfarbung mit Kernechtrot.

Originale VergroRerung 1000x. Bilder hier gleichgrtigital helligkeits- und kontrastverstarkt.

Zu immaturen Makrophagen differenzierte U937-ZelleMA) farbten sich nach der Inkubation
mit dPGS sowie dPGSamin (Sulfatierungsgrad: DS-9@®6) mit Alcianblau an. Optisch zeig-
ten sich zwischen den Zellen, die mit dPGS oderdiESamin (DS = 70-90 %) inkubiert wor-
den waren, keine eindeutigen Unterschiede in ddvur@. Die angefarbten Zellkompartimente
konnten nicht abgegrenzt werden. Dennoch wurde ialm@mogene Verteilung der intrazellula-
ren Farbung deutlich. Die Farbeintensitat unteestisich jedoch bei gleich inkubierten Zellen
erheblich. Es konnten z. T. auch Zellen nachgewiegsrden, die nicht oder nur gering mit Al-
cianblau angefarbt waren.

Bei Makrophagen, die mit dPGSamin-45 % und -15 Y%aSinkubiert worden waren, konnte
keine Alcianblaufarbung in den Zellen nachgewiesg&mden. Die Kontrollzellen farbten sich
nicht mit Alcianblau an, sondern waren nur einlghtbdurch Kernechtrot gefarbt.

Auf allen Deckglasern waren gut erhaltene Zellgarppachweisbar.
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3.4. Analyse ICC-markierter dPGS-Konjugate

dPGS-Derivate kbnnen maoglicherweise mit Toluidimd vAlcianblau angefarbt werden. Eine
Quantifizierung dieser Farbemethoden war jedochtmuiglich. Fur Aufnahme- und Eliminati-
onskinetiken war es deshalb notwendig, quantifitaez Methoden durchfihren zu kdnnen
(Durchflusszytometrie). Deshalb wurden dPGS-Konjegait dem Fluoreszenzfarbstoff ICC

markiert (mivenion® GmbH, Berlin).

3.4.1.Einfluss der ICC-Konjugation auf die Zytotoxizitat

Durch eine ICC-Konjugation wird die Struktur deru@dsubstanz verandert. Deshalb sollte un-
tersucht werden, ob die Zytotoxizitdt durch ein€CiKonjugation der Substanzen beeinflusst
wird. Dafur wurden die Substanzen PTX und PTX-IC&@wie dPGSamin-PTX-(6) und
dPGSamin-PTX-(6)-ICC auf A431-Zellen inkubiert.

Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen sind in #ding 22 dargestellt.
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Abbildung 22

Die ICC-Konjugate PTX-ICC und dPGSamin-PTX-(6)-IC®iesen im Vergleich zu PTX und
dPGSamin-PTX-(6) erhdhte kgWerte auf. Bei der Inkubation mit PTX und PTX-1G&m es zu

einer Abweichung vom regelhaften Verlauf einer Kengrations-Wirkungs-Beziehung
(c =1 nmol/l).

Darstellung der In-vitro-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur die Inkubmti von

PTX/PTX-ICC und dPGSamin-PTX-(6)/dPGSamin-PTX-(6)& auf A431-Zellen. n=4 (PTX;
PTX-ICC) bzw. n = 3 (dPGS-Konjugate).

Aufgrund der in der Abbildung 22 erkennbaren Abweitg von einer regelhaften Konzentrati-
ons-Wirkungs-Beziehung bei PTX/PTX-ICC wurde di€smzentration bei der Berechnung der

ICso-Werte ausgeschlossen. Die errechnetegWerte sind in Tabelle 17 dargestellt.
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Tabelle 17

Ubersicht Uber errechnete JgWerte fiur die Inkubation von PTX/PTX-ICC und
dPGSamin-PTX-(6)/dPGSamin-PTX-(6)-ICC bei A431-zall Angabe der Anzahl unabhangiger
Versuche, der 9% Konfidenzintervalle (95 % C. I.) und des BestinhmttsmaResK?.

* Ausschluss der Konzentratiom= 1 nmol/l in der Berechnung.

ICso-Wert 95 % C. I

Substanz R2
[nmol/l] [nmol/l]

PTX* n=4 1,6 0,9-2,9 0,81

PTX-ICC* n=4 8,9 5,5-14,3 0,61

dPGSamin-PTX-(6) n=3 142 10,3-19,6 0,88

dPGSamin-PTX-(6)-ICC n=3 51,5 37-71,0 0,86

Der 1G¢Wert von PTX (IGy= 1,6 nmol/l; 95 % C. I. = 0,9-2,9 nmol/l) war gegiber PTX-
ICC (ICs0 = 8,9 nmol/l; 95 % C. I. = 5,5-14,3 nmol/l) sighént verminder{Intervallvergleich)
Die Bestimmtheitsmal3e von PTR{= 0,81) und PTX-ICCR?= 0,61) unterschieden sich deut-
lich.

Der IGo-Wert fur dPGSamin-PTX-(6) (£ = 14,2 nmol/l; 95 % C. I. = 10,3-19,6 nmol/l) war
gegenuber dem KeWert von dPGSamin-PTX-(6)-ICC (4= 51,5 nmol/l;
95 % C. I. =37,3-71,0 nmol/l) signifikant vermimtd€intervallvergleich) Die Bestimmtheits-
maRe der Funktionen waren mft= 0,88 bzwR2= 0,86 fiir beide Substanzen vergleichbar gut.

3.4.2. Absorptionsanalyse

Durch eine Konjugation kdnnen optische Eigenschaitan Farbstoffen geandert werden. Des-
halb sollte untersucht werden, ob sich die ICC-Kkigaje hinsichtlich der Absorptionsspektren
unterscheiden. Verdanderungen der Absorption sindi@iDurchfiihrung und Interpretation fluo-
reszenzmikroskopischer und durchflusszytometriséeen von Bedeutung. Deshalb wurden
die ICC-Konjugate dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSami&)C dPGamin-PTX-ICC und
PTX-ICC im Spektrophotometer analysiert. Um eineargleich mit Versuchen dieser Arbeit zu
ermoglichen, in denen die Fluorochromkonjugate ggnuurden, wurde die Konzentration be-
zogen auf das Gesamtmolekulargewicht und nichlenfmolaren Anteil des ICC am Konjugat
berechnet.

Abbildung 23 stellt die Absorptionsspektren der Kigate dar.
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Abbildung 23

Die Konjugate unterschieden sich nur geringfligigder Wellenlange des Absorptionsmaximums.
Darstellung der Absorptionsspektren fiir PTX-ICC,Gi%amin-PTX-(6)-ICC, dPGamin-PTX-ICC
und dPGSamin-ICCc = 10 umol/l (bezogen auf das GesamtmolekulargewichMessbereich von
A = 400-800 nm; Messabstandi =1 nm. n = 1.

In den Spektren zeigte sich, dass die Konjugate eirterschiedlich starke Absorption und ge-
ringfigige Verschiebungen der Wellenlange des Attsmmsmaximums aufwiesen. Die Absorp-
tionsmaxima von dPGamin-PTX-ICC und PTX-ICE4dx= 562 nm) waren um circa= 10 nm

im Vergleich zu den beiden Konjugaten dPGSamin-R&@XICC und dPGSamin-ICC
(Amax= 551/552 nm) verschoben.

Die AbsorptionsmaximaAnay fur dPGamin-PTX-ICC und dPGSamin-ICC lagen im ddeh
von Anax= 0,19 wahrend sich die Absorptionsmaxima fir dPGB8&T X-(6)-ICC Amax= 0,27)
und PTX-ICC Anax= 1,15) davon unterschieden.

Far die Anregung bei = 488 nm (FACSCalibur™: Argon-Laser-Linig.qon = 488 nm) ergaben
sich fur die Konjugate unterschiedliche prozentuéleteile der maximalen Absorption

(Tabelle 18).
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Tabelle 18

Ubersicht (iber die ICC-Konjugate PTX-ICC, dPGSammX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC und
dPGamin-PTX-ICC hinsichtlich des molaren Anteils nvolCC am Gesamtmolekil, der
Absorption (A) beic = 10 umol/l (bezogen auf das Gesamtmolekulargewiahid der prozentua-
len Absorption im Vergleich zum jeweiligen Anregwrgaximum bei A =488 nm (vgl.
FACSCalibur™-Laserlinie).

Konjugat ICC-Konjugation Aax A bei
A =488 nm
[% der max.
Absorption]
PTX-ICC 1 mol ICC/1 mol PTX 1,15; bei 562 nm 14 %
dPGSamin-PTX-(6)-ICC 0,2 mol ICC/1 mol dPGS 0,241, %62/553 nm 20 %
dPGSamin-ICC 0,4 mol ICC/1 mol dPGS 0,193; bei 551 nm 23 %
dPGamin-PTX-ICC 0,2 mol ICC/1 mol dPG 0,191; be? Hn 14 %

3.4.3.Fluoreszenzanalyse

Neben der Absorption sollten auch die Fluoreszdéemsitdten in Hinblick auf die
FACSCalibur™-Konfiguration untersucht werden.

Abbildung 24 zeigt die Fluoreszenzemission fgji= 590/20 nm in Abhangigkeit von der Kon-
zentration der genannten KonjugatgE 485/20 nm).
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Die Konjugate PTX-ICC, dPGamin-PTX-ICC, dPGSamin>R{6)-ICC und dPGSamin-ICC unter-
schieden sich in ihrer Fluoreszenz. Inshesondere BEX-ICC traten Quenching-Effekte bei
¢ = 10 pmol/l auf.

Darstellung der Fluoreszenzintensitat der SubstanzeTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC,
dPGamin-PTX-ICC und dPGSamin-ICC in Abhéangigkeitnvder Konzentration (bezogen auf das
Gesamtmolekulargewicht). Anregung vag, = 485/20 nm; Emissionsmessuig, = 590/20 nm.

n =1 (Quadrupel). Dargestellt sind Mittelwerte HSDie SD wird meist durch die Markierung
Uberdeckt.

Die Fluoreszenz der Konjugate zeigte deutliche tdoteede. Wahrend PTX-ICC die grolite
Fluoreszenz K; [E]) aufwies E=454E £=1pumol/l]), zeigten die Konjugate
dPGSamin-PTX-(6)-ICC K=72E [E=21umol/ll]) und dPGamin-PTX-ICC F(=75E
[c=1 umol/l]) vergleichbare Fluoreszenzintensitatéir das Konjugat dPGSamin-ICC konnte
mit F = 23 E € = 1 umol/l) die niedrigste Fluoreszenz der vier §abzen gemessen werden.
Der Zusammenhang zwischen Konzentration und Flaeres war dabei insbesondere flr
PTX-ICC nicht Uber den gesamten Stoffmengenberdimbar — es kam zum Quenching
(c =10 umol/l). Wurde ein anderer Filtersatz gen@igt = 530/25 nmjgm = 590/20 nm), zeig-

ten sich insgesamt hohere Fluoreszenzen und estévigies Quenching (Daten nicht gezeigt).

79



3.5. Aufnahme und Eliminatiom vitro

Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass dAG&8echrom-Konjugate in Tumorzellen
aufgenommen werden [144, 153]. Zuséatzlich war dR@&#®TX-(6) bei verschiedenen Zellli-
nien zytotoxisch wirksam (Kapitel 3.2.2.), sodagsdieses Konjugat von einer zellularen Auf-

nahme ausgegangen werden kénnte.

3.5.1.Aufnahme von PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSahC und
dPGamin-PTX-ICC in A431-Zellen

Aufnahmeanalyse mittels Durchflusszytometrie

Die folgenden Ergebnisse und Graphiken sind beveitsffentlicht worden: [155, 199].

Fur die Aufnahmeanalyse wurden die Substanzen RXX-I dPGSamin-PTX-(6)-ICC,
dPGSamin-ICC und dPGamin-PTX-ICC auf A431-Zellekuiniert und die Zellen hinsichtlich
ihrer Fluoreszenz untersucht (Durchflusszytometrie)

Abbildung 25 zeigt die gemessenen Fluoreszerize®,25-48 h).
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Abbildung 25

Die untersuchten Substanzen zeigten unterschiedli€kmetiken der Fluoreszenzzunahme. Wah-
rend die Fluoreszenz von PTX-ICC logarithmisch zluma zeigten mit dPGSamin-PTX-(6)-ICC
inkubierte Zellen eine lineare Kinetik der Fluoreszzunahme ohne Sattigungsplateau.

Die Fluoreszenzzunahme bei dPGSamin-ICC-Inkubatofolgte primar linear, stagnierte jedoch
im Verlauf. Die Fluoreszenz von mit dPGamin-PTX-Id@kubierten Zellen erhéhte sich insbe-
sondere in den ersten Stunden nur geringflgig weer KontrollniveauE = 0).

Verlauf der Fluoreszenzintensitdt von A431-Zelleneib Inkubation von PTX-ICC,
dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSamin-ICC und dPGamin-PMOG in Abhangigkeit von der Inkuba-
tionszeit (t). Dargestellt ist der Mittelwert vonier Messungen £+ 1 SD aus n = 2 unabhangigen
Experimenten. Aus Griinden der Ubersicht sind diagen getrennt.

Die Fluoreszenzquantitatekonnen aufgrund unterschiedlich starker Fluoresietensitaten der
einzelnen Konjugate nicht untereinander vergliclvearden.
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PTX-ICC-inkubierte Zellen zeigten eine logarithnliscZunahme der Fluoreszenz mit zwei Ab-
weichungen von dieser Kinetik£ 2 h;t = 4 h). Die prozentual grof3te Zunahme der Fluoresze
fur PTX-ICC konnte wahrend der ersten acht Stunidéabationszeit verzeichnet werden. Es
kam auch nach= 24 h zu einer geringen Fluoreszenzzunahme, wabkidie Aufnahme von
PTX-ICC jedoch einem Sattigungsplateau annaherte.

Im Gegensatz dazu nahm die Fluoreszenz nach dP@$aX-(6)-ICC-Inkubation mit einer
linearen Kinetik zu. Ein Sattigungsplateau odeed®eduktion der Fluoreszenzzunahme konnten
innerhalb vortnhax= 48 h nicht nachgewiesen werden.

Die Kinetik der Fluoreszenzzunahme von dPGSaminaaCim Zeitintervall big ~ 10 h eben-
falls linear. Die Zunahme der Fluoreszenz vermitadsich jedoch im Vergleich zu den ersten
Stunden und es wurde eine Sattigung der Fluoresaaeabhme ab dem Zeitpunkt vor 24 h
gemessen.

Die Zunahme der Fluoreszenz von mit dPGamin-PTX-I@Ktibierten Zellen erfolgte nur mar-
ginal. Insbesondere bei Inkubationszeiten titl2 h wurden nur geringgradig Uber den Kon-
trollzellen liegende Fluoreszenzwerte ermitteltGaimin-PTX-ICC fluoreszierte in der Fluores-
zenzanalyse, sodass hier von einer korrekten FHmerz-Messung ausgegangen werden kann.
Im Verlauf der Inkubation von PTX-ICC und dPGSarRihX-(6)-ICC nahm die Menge an
Zelldebris in den Scattergrammen zu (Daten nichémg). Bei hoheren Inkubationszeiten wurde
eine  Verbreiterung der FL2-Height-Messhistogrammasbésondere bei PTX-ICC,
dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGamin-PTX-ICC beobach{Blaten hier nicht gezeigt)
(vgl. [155]). Dies deutete auf eine zunehmende B der Fluoreszenzsignalintensitat in der
gemessenen Zellpopulation hin. Bei der Inkubation ¢éPGSamin-PTX-(6)-ICC, PTX-ICC und
dPGamin-PTX-ICC nahmen mit zunehmender Inkubatiehstie ZellgroRe und -granularitat

(forward scatter/side scatter) im Vergleich zu da@#-ICC zu (Daten nicht gezeigt).

Aufnahmeanalyse von dPGSamin-PTX-(6)-ICC in depkszenzmikroskopie

Die folgenden Ergebnisse und Abbildungen sind bekaroffentlicht worden: [155, 201].

Die durch die Durchflusszytometrie ermittelten Veéeliir dPGSamin-PTX-(6)-ICC sollten mik-
roskopisch verifiziert werden, um die intrazell@drokalisation genauer beurteilen zu kénnen.
Dazu wurden A431-Zellen mit dPGSamin-PTX-(6)-ICkubiert und anschliel3end fluores-
zenzmikroskopisch untersucht.

Abbildung 26 zeigt reprasentative fluoreszenzmikopgsche Aufnahmen.
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(a) Negativkontrolle

©t=1h

(e)t=24h

(Ht=24h

Abbildung 26

dPGSamin-PTX-(6)-ICC (rot) reicherte sich im Verfader Inkubationszeit zunehmend intrazellu-
lar an. Fragmentierte Zellkerne waren nach 24 h Inkubation erkennbar (Pfeilmarkierung in)[f]
Reprasentative Aufnahmen von A431-Zellen nach | nektiidpn von ¢ = 1lumol/l
dPGSamin-PTX-(6)-ICC fut = 0,5 h; 1 h; 3 h; 24 h. (a) Negativkontrolle. K&inbung mit DAPI
(blau); ICC (rot). Originale VergroBerung: (a—e)045 (f) 650x. Ausschnitte in (b) und (d) digital
vergroRert. Alle Bilder hier gleichartig digital Hegkeits- und kontrastverstarkt.

Zu den Zeitpunkteh= 0,5 h und = 1 h waren im Vergleich zu den spateren Untersougbzeit-
punkten nur geringe Fluoreszenzsignalintensitateden Zellen darstellbar. Insbesondere bei
t=0,5 h zeigte sich eine vermutlich plasmamembraanakalisation von verstarkten Fluores-
zenzsignalen (Abbildung 26; VergroR3erung Bild [BFeilmarkierung). Nach = 3 h Inkubati-
onszeit waren bereits deutliche Fluoreszenzsigmate dPGSamin-PTX-(6)-ICC innerhalb der
Zellen sichtbar (perinuklear). Eine hohe Fluoregs@nalintensitat konnte natk 24 h Inkuba-
tionszeit gesehen werden. Die Zellkernareale zeigteh fast vollstandig fluoreszenzfrei. Ein-
zelne Uberlagerungen von Zellkern und dPGSamin-PAXCC-Fluoreszenz entstanden mdg-
licherweise durch die nichtkonfokale Mikroskopietiaik.

Nach der 24-stiindigen Inkubation wiesen die Zetikefeichen der Fragmentierung auf (Abbil-
dung 26 [f]; Pfeilmarkierung). Die Zellkernform b&en anderen dargestellten Inkubationszeiten
ist unregelmafig, jedoch nicht fragmentiert. Dieg&evkontrolle war von einer unspezifischen

ICC-Fluoreszenz frei.
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3.5.2.Elimination von dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSan@€lin vitro

Die folgenden Ergebnisse und Graphiken sind bevettsffentlicht worden: [155].

Die intrazellulare Retention von Zytostatika ish @vichtiger pharmakologischer Parameter. In
vergleichbaren Voruntersuchungen mit einem dPGS{D@@vat konnte, trotz einer verminder-
ten Fluoreszenzintensitat, auch noch naet¥8 h Fluoreszenz in den Zellen nachgewiesen
werden [161]. Aufgrund des zytotoxisch aktiven Alstam dPGSamin-PTX-(6)-ICC sollte die
intrazellulare Retention im Vergleich zu dPGSan@€I untersucht werden. Dazu wurden
A431-Zellen furt = 24 h mit beiden Konjugaten vorinkubiert und eltieie anschliel3end einen
Mediumwechsel mit substanzfreiem Medium (Zeitpugkt

Abbildung 27 zeigt die relativen Fluoreszenzintgiten (o, = Zeitpunkt des Mediumwechsels;
Fluoreszenz [F] zum Zeitpunkt Fto = 100 %).
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Abbildung 27

Im Vergleich zu dPGSamin-ICC verminderte sich diridreszenz von dPGSamin-PTX-(6)-ICC
aus A431-Zellen nur verlangsamt.

Darstellung der Elimination von dPGSamin-PTX-(6)@Cund dPGSamin-ICC aus A431-Zellen
nach einer Vorinkubation fit = 24 h und anschlieBendem Mediumwechselty)= Dargestellt ist
der Mittelwert der medianen Fluoreszenz von n =rfalbhhdngigen Experimenten in Triplettmes-
sung = SD. Die Normierung erfolgte bezogen agf t

Die In-vitro-Elimination, gemessen als Verminderung der Flumes, von
dPGSamin-PTX-(6)-ICC aus A431-Zellen war im Vergkeizu dPGSamin-ICC verlangsamt.
Wahrend die Halbwertszeit fir dPGSamin-PTX-(6)-IQ¢, > 48 h betrug, konnte flr

dPGSamin-ICC eine Halbwertszeit vap = 19 h ermittelt werden.
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Die Fluoreszenz der mit dPGSamin-PTX-(6)-ICC voubierten Zellen blieb in den ersten
Stunden undulierend konstant. Zum Zeitpurktl2 h waren fir dieses Konjudath o, = 9515 %
der Fluoreszenz von §inessbar. Eine Fluoreszenz e 67+3 % des Ausgangswertes wurde
t = 48 h nach Zugabe des substanzfreien Mediums gemes

Im Vergleich dazu war die Fluoreszenz von dPGSd@-bereits nach den ersten 12 Stunden
auf Ftion = 654 % abgesunken und betriig 48 h nach dem Mediumwechgek 21+5 % des

Ausgangswertes.

3.5.3.Mikroskopische Untersuchung der Aufnahme von dPG&d&WXR-(1)

Das Konjugat dPGSamin-DXR-(1) wies im Zytotoxiz#gdreening im Vergleich zu DXR ein
deutlich vermindertes zytotoxisches Potential alfs sollte untersucht werden, ob
dPGS-amin-DXR-(1) in Zellen aufgenommen wurde ubdder DXR-Anteil des Polymers im

Zellkern nachweisbar ist. Daflr wurden die Fluoesszigenschaften von DXR genutzt [202]
und A431-Zellen mit DXR und dPGSamin-DXR-(1) inkeldii

Abbildung 28 zeigt reprasentative fluoreszenzmikopésche Aufnahmen.
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(@)t=1h DXR (b) t=1 h dPGSamin-DXR-(1)

(c)t=6 h DXR (d) t = 6 h dPGSamin-DXR-(1)

Abbildung 28

DXR-Fluoreszenz (rot) und Zellkernsignal (blau) ilagerten sich im Verlauf der Inkubations-
zeit. Die Fluoreszenz von dPGSamin-DXR-(1) verbligdrinuklear lokalisiert.

Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von A431ll&te nach Inkubation von DXR und
dPGSamin-DXR-(1) furt=1h und t=6h (=1 pumol/l). Kernfarbung mit DAPI (blau).
DXR (rot). Die Uberlagerungen von Zellkern und DXRscheinen violett.

Originale VergrofRerung 400x (a, b) bzw. 650x (c, B)lder hier gleichartig digital kontrast- und
helligkeitsverstarkt.

Bereits nach einer Stunde Inkubation von DXR auB®Zellen zeigte sich eine geringe, unvoll-
standige Uberlagerung von Zellkernfarbung und déREFluoreszenz. Nach einer Inkubations-
zeit vont = 6 h konnte eine vollstandige Uberlagerung vorikéehsignal und DXR dargestellt
werden, wobei fluoreszenzmikroskopisch nur gerinGXR-Fluoreszenzen im zellkern-
umgebenden Bereich abgebildet wurden.

Nach der Inkubation von dPGSamin-DXR-(1)=(1 h) wurden Fluoreszenzsignale vorwiegend
perinuklear nachgewiesen. Auch nach einer Inkubatieit vont = 6 h zeigte sich keine eindeu-
tige, groRflachige Uberlagerung der Fluoreszenzele auf einen Ubergang von
dPGSamin-DXR-(1)/des DXR-Anteils in den Zellkermd¢pewiesen hatten. Eine vereinzelte und
nur geringe Uberlagerung der Fluoreszenz von Zellkend dPGSamin-DXR-(1) war auf die

nichtkonfokale Mikroskopiertechnik zurlickzufthren.
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Fur beide Substanzen konnte keine Veranderung eldeeznmorphologie innerhalb des Inkuba-

tionszeitraumes festgestellt werden.

3.6. Nachweis der Wirkmechanismen fir PTX und dPGSaniiK-Fb) in vitro

3.6.1.G,/M-Arrest nach Inkubation von PTX und dPGSamin-P(BX-

Die Wirkung von PTX wird u. a. durch die Stabilizsiag der Mikrotubuli und dem daraus fol-
genden GM-Arrest der Zellen vermittelt [58]. Zum Nachwedes G/M Arrestes wurden
A431-Zellen mit PTX, dPGSamin-PTX-(6), dPGSamin urPGamin-PTX inkubiert
(c=10 nmol/l; bezogen auf das Gesamtmolekularge)viad der DNA-Gehalt mittels Propidi-
umiodid-Farbung gemessen (Durchflusszytometrie).

Die zu einer korrekten Auswertung notwendige Elieriang von Zell-Dubletten/Tripletten er-
folgte durch ein Gate im FL2-Area/FL2-Width-Scafi@mmm (Abbildung 29 (a)). Als interne
Messkontrolle wurde der lineare Zusammenhang voR-Aiea und FL2-Height genutzt, der

sich in jeder Messprobe regelrecht linear darst@#prasentativ in Abbildung 29 [b]).
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Abbildung 29

(a) Reprasentative Abbildung eines FL2-Area/FL2-WidScattergramms mit Darstellung des
Gates zur Eliminierung von Zell-Dubletten/Triplettét = 12 h; dPGSamin-PTX-(6); Probe 1).

(b) Repréasentative Darstellung des linearen Zusammeages von FL2-Area und FL2-Height als
interne Messkontrolle zur korrekten Auswahl anaérsér Zellen (gegated nach Abbildung 29 [a];
t=12 h; dPGSamin-PTX-(6); Probe 1).

In Abbildung 30 sind reprasentative DNA-Gehaltsmegen jeweils einer der drei Messungen

dargestellt. Der gemittelte Anteil von Zellen ir @&/M-Phase ist angegeben (Triplettmessung).
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Abbildung 30

Nach der Inkubation von PTX fir= 12 h war ein im Vergleich zum GAnteil deutlich erhdhter
G,-Anteil sichtbar, wéahrend nach der Inkubation voRGISamin-PTX-(6) ein numerisch nur ge-
ring erhdhter G-Anteil gefunden wurde. Ein dazu vergleichbares é&rgis wurde auch bei
dPGamin-PTX ermittelt, wahrend dPGSamin zu keinerhdhung des &Anteils flhrte
(c = 10 nmol/l bezogen auf das Gesamtmolekulargewicht)

Reprasentative FL2-Area-Histogramme zur Darstelldreg DNA-Gehaltes mit Propidiumiodid bei
A431-Zellen und der Berechnung der Zellzyklusphasemach Inkubation von PTX;
dPGSamin-PTX-(6); dPGamin-PTX und dPGSamin. Medinkuibation in der Kontrolle. Triplett-
messung; Darstellung einer Messprobe je MesszeitAngabe des G Anteils (MW + SD).
Schwarze Linie: Messdaten; grine Linie: genutztesd®ll zur Berechnung; rote Linien: Eintei-
lung des Modells in @G,- und S-Phase bzw. Peak det/G,-Phase.

* Das der Berechnung zugrunde liegende Modell waufgaund eines erhdhten Hinter-
grund/Aggregat/Debris-Anteils im Vergleich zu dend®ren Messwerten nur eingeschrankt inter-
pretierbar und konnte nicht als adaquat angenommerden [203]. Der erhdhte /8-Anteil, ver-
glichen mit dem G-Anteil, war jedoch eindeutig im Histogramm ersikbh.
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Anhand der DNA-Gehaltsmessungen wurden die Zellgpthasen ermittelt.

Fur die Mediumkontrolle zeigte sich nadh= 12 h ein regelrechter Zellzyklus mit einem
Go/M-Anteil (G2) von G, =17+1 % (MW * SD). Nach einer PTX-Inkubation wardn Histo-
gramm ein gegeniber den-Bhase deutlich erhéhter.f81-Anteil gefunden. Die ermittelten
numerischen Werte G; = 74+2 %) waren jedoch aufgrund des deutlich emdrdhHinter-
grund/Aggregat/Debris-Anteils in der Messung nurgeschrankt interpretierbar [208eine
Signifikanztestung)Der im Vergleich zum GAnteil deutlich erhdhte &Anteil war im oben
gezeigten Histogramm jedoch eindeutig erkennbar.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe fuhrten sowohl dP&8n-PTX-(6) als auch dPGamin-PTX zu
einem nur geringfugigen Anstieg des mittleren/NGAnteils auf G, =20+2 % bzw.
G, = 20£1 %(keine Signifikanztestung)

Das Kontrollpolymer dPGSamin fuhrte zu keiner nuswren Erhdéhung der
Go/M-Fraktion G, = 161 %).

3.6.2.Beeinflussung der Tubulinverteilung durch PTX u{zEamin-PTX-(6)

Die folgenden Ergebnisse und Abbildungen sind bereroffentlicht worden: [155, 201, 204,
205].

Die Beeinflussung mikrotubularer Strukturen durciXP kann histologisch dargestellt
werden [58]. Zum Nachweis, dass auch dPGSamin-B)XHe Tubulinverteilung beeinflusst,
wurden immunzytochemische Farbungen wefubulin durchgefiihrt. Gleichzeitig sollte unter-
sucht werden, ob auch dPGamin-PTX die Tubulinvieigi verandert.

Abbildung 31 zeigt reprasentative konfokalmikroskope Aufnahmen.
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(a) Mediumkontrolle (© dPGSamLin-PT)A('-(G‘j ’,\

(d) Negativkontrolle

Abbildung 31

Nach Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6) steltich Tubulin in Blindeln aggregiert dar.
Vergleichbare Tubulinveranderungen wurden auch tdud®Gamin-PTX erreicht. dPGSamin be-
einflusste die Verteilung von Tubulin nicht. Die éflimarkierung in (a) weist auf eine mitotisch
aktive Zelle.

Reprasentative konfokale Laser-Scanning-Mikroskepignahmen von A431-Zellen inkubiert mit

(a) Medium, (b) PTX, (c¢) dPGSamin-PTX-(6), (e) dP&®n und (f) dPGamin-PTX

(c =100 nmol/l; t =16 h). (d) Negativkontrolle ohne Primarantikbrpermmunzytochemische

Farbung vono-Tubulin (grun) und Kernfarbung mit DAPI (blau).

Originale VergréRBerung 630x. Konfokale Aufnahmenf &ellkernebene. Bilder hier gleichartig
digital kontrast- und helligkeitsverstarkt.

Die Darstellung voru-Tubulin in der Mediumkontrolle zeigte eine gleichldige zellulare Ver-
teilung. Mitotisch aktive Zellen waren vereinzeitrgbar (Abbildung 31 [a], Pfeilmarkierung)
und deuteten auf eine proliferativ aktive Tumomzegiulation hin. Die Zellkerne stellten sich
unregelmaRig geformt, jedoch ohne Fragmentierudgen

Sowohl nach der Inkubation von PTX als auch von 8&Gin-PTX-(6) zeigte sich eine deutli-
che Reduktion des gleichméalRig verteilten Tubuliegsmtund es wurde eine verstarkte Aggrega-
tion in Form von Tubulinbtindeln sichtbar. EinigdIKerne wiesen Fragmentierungen auf.

Auch nach der Inkubation von dPGamin-PTX zeigté €ite Reduktion der gleichmalidig ver-

teilten Tubulin-Anteile bei einer gleichzeitigen gggation von Tubulinblindeln. In diesem Pra-
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parat waren ebenfalls deutlich fragmentierte Zetikesichtbar. Das histologische Bild gleicht
damit der Inkubation von PTX und dPGSamin-PTX-(6).

Die Inkubation mit dPGSamin fiihrte zu keiner sielném Veréanderung der Verteilung von Tu-
bulin oder zu dessen Aggregation. Zellen und Zetikavaren in Form und Grol3e mit denen der
Mediumkontrolle vergleichbar.

Die Negativkontrolle (ohne Primarantikorper) wiesre unspezifischen Signale auf.
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4. Diskussion

4.1. Wirkung und Wirksamkeit von dPG8 vivo

Um Aussagen zur Anwendbarkeit, der Wirksamkeit wed potentiellen Anreicherung von
dPGS in Tumoren treffen zu kénnen, wurde dPGS aaneihumanen Lungentumor im thy-
musaplastischen Mausmodell untersucht.

4.1.1.Wirkung und Wirksamkeit von dPGS

Einfluss der dPGS-Behandlung auf das Korpergewinbtdas Verhalten der Tiere

Zur Untersuchung von UAW einer dPGS-Behandlung enrdoérpergewicht und Verhalten der
Tiere als Surrogatparameter analysiert. Am Tag déhrimplantation der Tumorzellen (1. Be-
handlungstag) unterschieden sich die Tiere sigmtfikn ihrem Korpergewicht. Bei den relativen
Kdrpergewichten konnte jedoch in den nachfolgendliessungen zwischen Behandlungs- und
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied geflen werden. Letale oder toxische Wirkun-
gen der dPGS-Behandlung wurden nicht auffallig [195

Die fehlenden toxischen/letalen Wirkungen und derdar Kotrollgruppe vergleichbare relative
Gewichtsverlauf deuteten auf eine glrtevivo-Vertraglichkeit des dPGS-Polymers hin und sind
zu vorherigen Ergebnissen von dPGS-Derivateinimivo- und In-vitro-Untersuchungen kon-
form, die ebenfalls auf eine gute VertraglichkehlgRen lieRen [144, 152, 154, 155]. Dem fol-
gend kodnnte die zukiinftig verabreichte Dosis erlwggden [195].

Anzumerken ist, dass der Verlauf des Korpergewglmieht an gesunden Tieren, sondern an
immuninkompetenten Mausen mit einem Tumor-Xenografersucht worden ist, wodurch das
Kdrpergewicht beeinflusst worden sein kdnnte. Fémegelle Aussagen zum Einfluss von dPGS
auf das Kdrpergewicht sind deshalb Untersuchungegesunden Tieren ohne Xenograft not-
wendig. Auch der Einfluss von dPGS auf die Tumamuha konnte die Korpergewichte beein-
flusst haben. Die Tumorvolumina konnten jedoch himhs der Korpergewichtsanalyse elimi-
niert werden.

Trotz einer Nachbeobachtungsperiode (14 Tage) kNl AW moglicherweise nicht nachge-
wiesen worden sein, da der Untersuchungszeitpunktiihzeitig gewahlt wurde [206]. Deshalb
sind Langzeituntersuchungen mit einer dPGS-Behagdhotwendig. Gleichzeitig war die ge-
wahlte Tierzahl mit n = 6 Tieren/Gruppe sehr geriNgedrig ausgepragte Effekte kdnnten als

nicht signifikant nachgewiesen bzw. bei seltenenftr&ten auch nicht registriert worden sein.
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Zukunftig sollten zusatzlich Blutbild und die klsghe Chemie als Surrogatparameter fir den
Einfluss von dPGS auf die Organfunktionen unterswedérden. Untersuchungen der Arbeits-
gruppe zu dPGS-Therapien in anderen Modellen zeigidang auf diese keinen Einfluss [159].
Dennoch sind diese Parameter bei einer moglichstm@nzahl von Tieren und Modellen sys-

tematisch zu untersuchen, um seltene bzw. gerisgequagte Effekte feststellen zu kdnnen.

Einfluss der dPGS-Behandlung auf die Tumorvolumina

Da dPGS vielfaltige biologische Wirkungen, bspwndingsfahigkeiten fur Zytokine und
Wachstumsfaktoren, aufweist [157], sollte untersweérden, ob das Polymer das Tumorwachs-
tum beeinflussen konnte.

Die Behandlung miD = 30 mg/kg b.w. dPGS verminderte den Median destivein Tumorvo-
lumens am Ende der Behandlungs- bzw. der Nachbktbagsperiode (n. s.). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe wies die miD = 10 mg/kg b.w. dPGS behandelte Gruppe z. T. ehigreren
Median der relativen Tumorvolumina auf. Eine dPGSw@ndlung beeinflusste damit vermutlich
das Tumorvolumen. Aufgrund fehlender Signifikanzdsgeses Ergebnis zu bestatigen und das
Optimum der mdglichen Dosis-Wirkungs-Beziehung giteren Untersuchungen zu bestimmen.
Es wurde keine Reduktion des Medians der relativemorvolumima unter den Ausgangswert
am Beginn der Behandlung (Tag 12) gesehen. Die Wgk/on dPGS konnte damit als zytosta-
tisch interpretiert werden [206]. Ursachlich fueske Wirkung kdnnten unterschiedliche Mecha-
nismen sein. Das Polymer dPGS bindet VE®& X 100 nmol/l), HGF K4 =6 pmol/l) und
TGF1 (Kg = 4 pmol/l) [157]. Untergruppen des VEGF sind eh&sdende Faktoren der Angio-
genese und der Gefal3permeabilitat maligner Tum@@h 208]. HGF wirkin vitro auf die hier
untersuchten A549-Zellen proliferationsfordernd Wiihnte die Invasion beginstigen [209].
Gleichzeitig konnen A549-Zellen Uber IL-1 und basfibroblast growth factor die
HGF-Expression in Fibroblasten steigern [209], wetiuidas Tumorwachstum unterhalten wer-
den wirde. Das Polymer dPGS bindet auch Pofcq = 4 pmol/l) [157], dessen Einfluss auf
Tumoren stadiumabhangig und differenziert von twsuappressiven zu tumorsupportiven Effek-
ten wechseln kann [210]. TGh-tragt auRerdem zur Invasion/Metastasierung von9AZdllen
bei und fordert die epithelial-mesenchymale Tramsif211-213]. Auch die Expression von
VEGF bei A549-Zellen und Mausfibroblasten wird dufEGFfi gefoérdert [214]. Untersuchun-
gen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass dRG#tro die Freisetzung von TGPr aus der
A549-Zelllinie vermindert [159]. Die genannten Faiddn sind mdglicherweise durch eine Bin-

dung an dPGS biologisch inaktiviert worden, wodudad Angiogenese und das Tumorwachs-
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tum im hier untersuchten Modell beeinflusst wordem kdnnten. Die Sulfatgruppen besitzen
eine zentrale Stellung in der Wirkungsvermittlungduwder zellularen Aufnahme dendritischer
Polyglycerolsulfate [144, 148, 152]. Die Ladungsafdigkeit der Wirksamkeit von Polyglyce-
rolen wird dadurch hervorgehoben [145]. Zusatzhesitzen auch der Verzweigungsgrad und
die Grol3e von Polyglycerolen Einfluss auf die Warkdkeit [151, 215]. Es ist aus den genannten
Grinden davon auszugehen, dass auch im hier uctéesuModell die vermittelte Wirkung auf
Lungentumoren von der hohen Sulfatierung abharsgid-etzteres konnte mit der Anreicherung
des dPGS und durch die mégliche Bindung der Faktbegriindet werden. Auf die Anreiche-
rung wird in den folgenden Kapiteln detailliert gggangen.

Die genutzte Tierzahl wurde mit n = 6 je Grupperseadrig gewahlt, wodurch die Signifikanz
dieser biologisch auf3erst relevanten ReduktionMiedians der relativen Tumorvolumina nicht
nachgewiesen werden konnte. Zusatzlich traten haflerder Gruppen grof3e interindividuelle
Unterschiede der relativen Tumorvolumina auf.

Die genutzte Therapiestrategie (Administration d®GS ab beginnender Palpationsmoglichkeit
der Tumoren) stellt im Vergleich zu einem spatefdeministrationsbeginn die ,Frihstadium-
Strategie” nach Kelland dar [206]. Diese reflektiedoch nicht die vorwiegende klinische Si-
tuation von Patienten [206]. Zusatzlich ist anzutaar dass der Therapieversuch durch subkuta-
ne Injektionen erfolgt ist. Sollen dPGS-Wirkstofékjugate tUber einen subkutanen Administra-
tionsweg verabreicht werden, ist die Toxizitat @esalent gebundenen Wirkstoffs auf das sub-
kutane Gewebe zu beachten (Zytostatika).

Das genutzte Modell der thymusaplastischen Mauis siee etablierte Methode dar [206]. Den-
noch ist anzumerken, dass die subkutane Implantaigo A549-Zellen nicht in humanes, son-
dern in murines Gewebe erfolgte [206]. Dies isbesondere von Bedeutung, da die Wirkung
des dPGS mdoglicherweise auf dem Einfluss auf tumgabende Gewebe/Faktoren beruhen
konnte und nicht primar auf eine zytotoxische Witguauf die Tumorzellen zurtickzuftihren ist.
Zusatzlich ist in einem thymusaplastischen Mausrhatie Lymphozytenzahl deutlich vermin-
dert [173]. Das Immunsystem und im Speziellen totreorale T-Zellen (cluster of differentiati-
on [CD]; CD4CD8") haben jedoch einen prognostisch begiinstigendstugs auf das klinische
Outcome von Patienten [216, 217]. Es ist unbekastmyPGS die Leukozytenzahlen infum Tu-
moren immunkompetenter Organismen beeinflussenayigtd dPGS die Leukozytenextravasa-
tion in Entzindungsgewebe reduzieren kann [148]siDia dPGS jedoch in Inflammationsgewe-

ben anreichern kann [152, 154] und Karzinome/maliilamoren haufig mit Entzindungspro-
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zessen verbunden sind (vgl. Ubersichten [2, 2&hnke dies zu der Akkumulation von dPGS
um Tumorprozesse und zum erfolgreichen Drug-Tamgeton zytotoxisch aktiven Wirkstoffen
beitragen. dPGS bindet weiterhin an P- und L-Seleltl48] und kdnnte damit — vergleichbar
mit Heparin im Tiermodell — zu einer mdglicherweigerminderten Metastasierung beitra-
gen [218]. Die Beeinflussung des Tumorvolumens dad Metastasierung durch dPGS st in
immunkompetenten Organismen deshalb nur unsicheuschétzen. Die theoretischen Mecha-
nismen, insbesondere die Anreicherung, erscheiedach fiir eine erfolgreiche Anwendung
vielversprechend.

Fur die weitergehende Evaluation sollte eine gré(daeranzahl je Gruppe gewahlt, die Dosis
von dPGS erho6ht [195] und orthotope A549-Modellgp(. nach [219]) genutzt werden. Letzte-
res ist notwendig, da der Implantationsort Auswigen auf Tumorwachstum,

Metastasierung und die Ansprechrate von Therapetgken kann [220, 221].

4.1.2.Einfluss der dPGS-Behandlung auf Proliferation, giose und NkB

Eine Beeinflussung der Tumorvolumina ware durche emerminderte Proliferation und/oder
durch eine erhéhte Apoptose begriindbar. Einen septativen Mechanismus stellt moglicher-
weise auch der Transkriptionsfaktor MNB- dar, der durch dPGS gebunden werden
kann [157, 158] und sowohl in anti- als auch progptische Signalkaskaden integriert
ist [35, 38].

Einfluss der Behandlung mit dPGS auf die Proliferat
Die Behandlung der A549-Tumoren riit= 30 mg/kg b.w. dPGS flhrte im Vergleich zur Kon-

trollgruppe zu einer signifikanten Reduktion vor@d-positiven Signalen bezogen auf die Zell-
kernfluoreszenz. Dieses Ergebnis war als RedukiterProliferation zu interpretieren und kénn-
te ursachlich zur Beeinflussung der medianen Tuolomina beigetragen haben.

Ki-67 reprasentiert einen sehr gut etablierten wetfach genutzten Proliferationsmarker [196,
222]. Dennoch ist anzumerken, dass auch nichtfprigiende Zellen trotz einer starken Expres-
sionsverminderung Ki-67-positiv sein kdnnen [22)dass dieses Ergebnis in anderen Experi-
menten zu bestatigen ist.

Fur die Quantifizierung von IHC-Farbungen ist esnendig, standardisierte Prozesse zu nutzen.
Neben der Fixierungsmethode, der Antigenfreisetaumgd) der Wahl des spezifischen Antikor-
pers hat auch dessen Verdinnung Einfluss auf dant@zierung [223, 224]. In der vorliegen-

den Arbeit wurden standardisierte Protokolle, kantst Mikroskopeinstellungen sowie Auswer-
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tungsmethoden genutzt (Schwellenwertgrenzen begddjaund die Bleicheffekte der Fluores-
zenzfarbstoffe beachtet. Trotz sorgfaltiger Auswaitinte, biologisch bedingt (zu wenig vitales
Gewebe, zu grof3e Nekrosezone), nicht in jeder Aufreaein identisches Verhaltnis von nekro-
tischem/apoptotischem zu zellkernmorphologischkieta Tumorgewebe untersucht werden.
Die Ergebnisse waren deshalb nur im ZusammenhahgleniDAPI-Zellkernfarbung interpre-
tierbar.

Einfluss der dPGS-Behandlung auf die Apoptose

Neben der Proliferation kdnnte eine gesteigertepdgze mdogliche Ursache einer Tumorvolu-
menverminderung sein. Deshalb wurde die aktivie@aspase-3 untersucht, die als
Effektor-Caspase zentral in den Apoptoseprozesgliirgtrt ist [197].

Die Behandlung der Lungentumoren rit=10 und 30 mg/kg b.w. dPGS erhdhte den Median
der Caspase-3/DAPI-positiven Signale (n. s.). Rimnte auf eine erhdhte Apoptoserate hindeu-
ten und ware mit den Resultaten der medianen Tushanina beiD = 30 mg/kg b.w. dPGS
konform. Das Ergebnis bleibt jedoch zu bestatigeNeben der Wirkung als
Effektor-Caspase [197] kann Caspase-3 jedoch auehZdlimigration/Metastasierung von
A549-Zellen begunstigen [225]. Gleichzeitig fordere die Produktion von Prostaglandip, E
welches die (Re-)Proliferation von Tumorzellen ustiggzen kann [226, 227]. Die Auswirkun-
gen einer dPGS-Behandlung auf Zellmigration undstglandin-g-Produktion sollten demzu-
folge genauer studiert werden.

Auf die methodischen Diskussionspunkte (Tierzalgnfiikanz, Quantifizierung von immunhis-

tochemischen Farbungen) wurde zuvor bereits eimgggma Sie gelten hier analog.

Einfluss der dPGS-Behandlung auf NB-

NF-kB und dessen Signalkaskaden stehen in Zusammentiaidgr Progression, der Neoangio-

genese, der Metastasierung sowie der Resistenzgemgnvon Tumoren [228]. Gleichzeitig ist
die Rolle des NFReB in der Apoptose uneindeutig [35, 38]. Zusatzkemn durch die gleichzei-
tige Blockierung des NkB-Signalweges gemeinsam mit dem Akt-Signalweg dioitatika-
wirksamkeit erhoht werden [229]. Aufgrund diesdifedenten Eigenschaften des MB-sollte
untersucht werden, ob dPGS die Anzahl oder die lidbhenVerteilung von aktiviertem, im Zell-
kern vorhandenem NEkB beeinflusst.

In der Analyse konnte jedoch kein eindeutiger nuscler bzw. rdumlicher Unterschied der
NF-kB-positiven Zellkerne zwischen den drei Gruppen Emile der Beobachtungsperiode ge-

funden werden. Inwiefern die Bindung von dPGS ankBFwvahrend der Behandlungsperiode
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stattgefunden hat, war jedoch nicht evaluierbard®8Sin vivo Einfluss auf die Verteilung von
NF-xB in den Tumoren hatte, konnte deshalb nicht bétwerden.

4.1.3.Nachweis sulfatierter Molekiile mit Alcian- und Tmlinblau

Initial sollten Mastzellen als Immuneffektoren immoren untersucht werden, da auch Nackt-
mause kutane Mastzellen besitzen [230]. Die Tahlniufarbung ist fir die Farbung von Mast-
zellen und Muzinen bekannt [198, 231] und wird Barstellung dieser Zellen in der Arbeits-
gruppe genutzt. Die Alcian- und Toluidinblaufarbengsollten jedoch auch fur die Zellfarbung
in vitro etabliert werden. Vorteil der Alcianblau- gegentfer Toluidinblaufarbung ist die Un-
l6slichkeit der Farbungsprazipitate in flissigeriddis [232]. Durch die Anwendung der Modi-
fikation der Alcianblaufarbung nach Lev et Spicebnkte die selektive Anfarbung von
Sulfatgruppen [174] genutzt werden, um dPGS mogiekise selektiv darzustellen. Theoreti-
sche Evidenz wird auch durch die Toluidinblau-MeBtarbung erbracht, deren Ergebnis auf der
Farbung von Heparin in den Mastzellgranula berwieiches, wie dPGS [143], ein anionisches,
sulfatiertes Makromolekul repréasentiert [218]. Bérbung des ebenfalls sulfatierten Wirkstoffes
Suramin durch Alcianblau ist bekannt [233] und &gt das theoretische Prinzip, Wirkstoffe
mit histologischen Farbstoffen anzufarben.

Bei der Farbung mit Toluidin- und Alcianblau wurdme vermehrte Farbung peritumoral ge-
funden, wenn die Tiere mit dPGS behandelt worderemwaNeben den mikroskopisch gut ab-
grenzbaren Zellen waren in beiden Behandlungsgrufigehenhatfte, bindegewebige Strukturen
peritumoral angefarbt.

In vitro farbt Toluidinblau Zellen, die mit dPGS, dPGSammowie dPGSamin-PTX-(6), nicht
jedoch mit unsulfatiertem PTX oder dPGamin-ICC inient wurden. Weitereln-vitro-
Untersuchungen zeigten die Mdglichkeit der Zelltdry mit Alcianblau, wenn Zellen zuvor mit
dPGS (Sulfatierungsgrad mind. 70 %) inkubiert warddiedrig bzw. unsulfatierte dPGS/dPG-
Derivate konnten hier als Negativkontrolle intetpe werden, da diese nur in geringerem Malie
und dPG nur marginal in Tumorzellen (A549) aufgenwn werden [144]. Insgesamt deuteten
die Ergebnisse der histologischen und zytologisdh@rungen mit Alcian- und Toluidinblau
auf eine selektive Anfarbung von dPGS(amin) hiredkonnte durch die selektive Farbung von
dPGS in einem zellfreien System bestatigt werdeelgléktrophorese mit Alcianblaufarbung;
unveroffentlichte Daten; P. Welker, mivenion® GmHBgrlin). Die Alcianblaufarbung wurde

zwischenzeitlich mit lichtmikroskopisch-autoradiaghischen Aufnahmen (dB%) in der Le-
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ber korreliert und zeigte eine gute Ubereinstimmuag Alcianblaufarbung und Autoradiogra-
phie in Kupffer-Zellen [160].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Alcianblabfiarg, modifiziert nach Lev et
Spicer [174], eine einfache, schnell durchfuhrbanel preiswerte Methode gefunden, dPGS-
Derivate histologisch und zytologisch nachzuweid®mdas Farbeergebnis in wassrigen Milieus
stabil ist [232], kdnnen auf eine Alcianblaufarbufodgend weitere histologische Farbungen
erfolgen. Die Methode ist unabhangig von Fluoroomidarkierungen und den damit einherge-
henden Strukturanderungen des Molekils. Die Aldaufirbung kann somit auch an Geweben
bereits abgeschlossener Tierversuche zur nachuinggli Untersuchung v. a. pharmakokineti-
scher Fragestellungen genutzt werden. Die Hyaldem@vorbehandlung nach [200] verbessert
die Farbeselektivitat durch Reduktion des unspezittn Hintergrundes. Sie ist deshalb standar-
disiert vor der Farbung durchzufihren. Alcianblabfingen ergédnzen somit ideal das bekannte
Darstellungsspektrum von dPGS (Radiographie; Felmam-Markierung) [144, 152-154, 160],
wobei jedoch die beiden letztgenannten Methodemuwtich sensitiver sind.

Fur Alcianblaufarbungen wurden keine Quantifizieysimethoden etabliert. Methodiken zur

Glykosaminoglykanquantifizierung konnten dafur jekd@inen Ansatz darstellen [234, 235].

4.1.4 Verteilung von dPGS innerhalb der Tumoren

Erst durch die zuvor diskutierten Farbungen von 8R@t Alcian- und Toluidinblau wurde die
Analyse der Verteilung des dPGS im Tumor ermdglicht

Am Ende der Nachbeobachtungsperiode konnte dPG&imeral histologisch nachgewiesen
werden. Eine vergleichbar deutliche Anfarbung veallén/Strukturen innerhalb des Tumorge-
webes konnte jedoch nicht gesehen werden.

Es bestatigte sich damit, dass dPGS 14 Tage nashhAlss der Behandlung als sulfatiertes
Molekul im tumorumgebenden Bindegewebe vorlag. Dareann auf eine Akkumulation und
Retention von dPGS um den Tumor geschlossen werdém. eine Anwendung als
Drug-Targeting-System stellen beide Aspekte elearerfParameter dar. Gleichzeitig kdnnte der
histologische Nachweis 14 Tage nach der letztenSdR@ministration auf einen nur langsamen
Abbau/Abtransport aus dem tumorumgebenden Gewsalmelnien. Inwiefern jedoch nach der
letzten Administration eine Freisetzung des Wirks® aus dem subkutanen Injektionsdepot
erfolgt ist, konnte in die Interpretation nicht le@zogen werden, u. a. weil diese subkutanen Ge-

webe fur eine Untersuchung nicht mehr zur Verfligstagden.
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Der fehlende, vergleichbar deutliche Nachweis v&&8 innerhalb der Tumoren kdnnte auf
einer verminderten intratumoralen Anreicherung beru Neben der Vaskularisierung und Per-
meabilitat sind fir die Verteilung von Makromoleé&iilinnerhalb maligner Tumoren die Diffu-

sion, Bindung und Konvektion des Makromolekils,kiimnelle und anatomische Vaskularisati-

onsinhomogenitaten, unterschiedliche Perfusionsrater erhohte interstitielle Druck und der
Flissigkeitsabstrom aus dem Tumor von entscheidddegeutung [130, 131, 133, 135, 236].

Es ware aus diesen Grinden mdglich, dass sich @gs& dPGS nicht oder nur in geringem

Mafle innerhalb des Tumors verteilt hat und deshalbim tumorumgebenden Bindegewebe
dargestellt werden konnte. Denkbar ware jedoch aeactfalsch negative Nachweis des dPGS.
Dies kdnnte mit einer gegenuber anderen Methodenimderten Sensitivitat der Alcianblaufar-

bung begrindbar sein.

Die deutlich gefarbten Zellen im tumorumgebendendBgewebe der Behandlungsgruppen
konnten, der Farbemethode und dem mikroskopischieneitsprechend, Mastzellen (Heparin

in Granula) und Makrophagen (phagozytiertes dPG®tellen. Zur Differenzierung der Mast-

zellen und Makrophagen im tumorumgebenden Bindegewedre eine Immunhistochemie

maoglich (CD117 bzw. CD68), um Aussagen zu den periralen Immuneffektoren treffen zu

kdnnen.

4.2. Untersuchung der Zytotoxizitat von dPGS-Konjugatewitro

Durch die nachgewiesene Anreicherung von dPGS w@mTdmoren und der nicht evidenten
Toxizitat werden pharmakologische Voraussetzungen Anwendung von dPGS als Drug-
Targeting-System erfillt. Deshalb sollten im zweitgbschnitt dieser Arbeit dPGS-Konjugate
untersucht werden. Dies erfolgte mit dPGS-ZytokséaKonjugaten (mivenion® GmbH, Berlin),
da Zytostatika eine nur geringe therapeutischet®teben, jedoch haufig eine hohe Wirksam-
keit aufweisen [42].

Der zu dern-vitro-Untersuchung genutzte und beschreibende Begnffatdxizitat® stellt eine
Reduktion der biologischen Realitdt dar. Die gemessVerminderung der Viabilitat ist, im
Vergleich zum nicht beeinflussten Wachstum der kallzellen, eine Kombination aus zytotoxi-
schen und zytostatischen Wirkeffekten [237]. Degfféwurde dennoch bewusst aus Griinden
der Ubersichtlichkeit und aufgrund einer fehlend@ifferenzierungsmaoglichkeit zwischen bei-
den Mechanismen genutzt. Zusatzlich wird der Bégfjtotoxizitat* fur ahnliche Fragstellun-

gen auch durch andere Gruppen angewendet [238].
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4.2.1.Der MTT-Test und die Ermittlung der §gWerte

Fr die Untersuchung der Zytotoxizitat wurde derMTest genutzt, wobei jedoch insbesondere
bei PTX und PTX-Konjugaten grol3e Intertest-Varigdién auftraten, in deren Folge breite Ver-
trauensintervalle ermittelt wurden. Grol3e Intergséariabilitaten bei Zytotoxizitatsmessungen
sind nach Anwendung des MTT-Testes auch aus andgtsgiten bekannt [237]. Zusatzlich
differieren die aus der Literatur bekannten®@/erte fur gleiche Zytostatika z. T. erheblich
(Ubersicht in [238]). Ursachlich fir Intertest-Vaiilitaten konnten instabile zellulare Sensibili-
taten auf gleiche Wirkstoffe, nicht kontrollierbav&ariationen von Zellzyklusparametern und
unterschiedliche Wachstumsraten zwischen den deltlisein [237]. Photochemische Artefakte
werden ebenfalls als Ursache fur differierendg-MVerte angesehen [238].

Auch wenn der MTT-Test als schnell durchzufihren@lest zur Ermittlung der Sensibilitat
bspw. von Lungentumor-Zelllinien auf Zytostatikakbent ist [239] und vielfach, u. a. nach
PTX-Inkubation, genutzt wird [240-242], ist er dig&bel. Verglichen mit einem ATP-Assay
zeigte der MTT-Test zytostatikumsabhéngig vorwiebeniedrigere Wachstumsinhibitio-
nen [243]. Zwischen MTT- und ATP-Assay konnten RIFX 1Cso-Werte ermittelt werden, die
sich um den Faktor 7,5 unterschieden (A549-Zellen) [243]. Zusatzkelmn die Absorptionsra-
te beim MTT-Test durch PTX-Inkubation erh6ht werdfadsch hohe Viabilitat) [244]. Auch die
genutzten 96-Multiwell-Platten beeinflussen infolggarabelférmiger Wachstumsmuster” Inhi-
bierungsversuche [245]. Fur zukinftiges¢®erechnungen ist deshalb eine durch Faessel et al.
vorgeschlagene Randomisierung der Plattenbeleguetablieren [245] und auf andere Testver-
fahren (ATP-Test, Zellz&hlung) auszuweichen.

4.2.2.Screening kovalenter dPGS-Zytostatika-Konjugate

Die dPGS-Zytostatika-Konjugate wurden auf 7 Zelim hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat unter-
sucht, um ein Konjugat zur genaueren Evaluatiozwaughlen.

Die Wirksamkeit der dPGS-Zytostatika-Konjugate whet freien Zytostatika war zelllinien-,
konjugat- und zeitabhangig. Bei den dPGS-PTX-Koajag wiesen dPGSamin-PTX-(5 bzw. 6)
insgesamt die beste Wirksamkeit auf. Im Vergleichzud zeigten das hochbeladene
dPGSamin-CAB-(6) und dPGSamin-CAB-(3) keinen infaibschen Effekt.
dPGSamin-CAB-(5) wies, verglichen mit CAB, gute Wéamkeiten auf. Die Zytotoxizitat von
dGSamin-DXR-(1)- und dPGamin-MTX-(2)-Konjugaten wgggeniuber DXR bzw. MTX deut-

lich vermindert.
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PTX und dPGS-PTX-Konjugate

Die dPGS-PTX-Konjugate wiesen differente Wirksanieiauf. dPGSamin-PTX-(5) und -(6)
wiesen die niedrigsten ¥gWerte der dPGS-PTX-Konjugate auf, die jedoch Rdhéher als die
des PTX waren. Mit 165 =15 nmol/l besalR das Konjugat dPGSamin-PTX-(6)A481-Zellen
gegeniber PTX (I6 = 95+78 nmol/l) eine numerisch erhdhte zytotoxesétktivitat. Zusatzlich

war die Synthese des dPGS-Anteils gegeniiber dP@SaNMX-(5) verbessert worden (automati-
sierter Batch-Prozess), sodass trotz der niedngékg-Werte des dPGSamin-PTX-(5) das Kon-
jugat-(6) zur weiteren Analyse ausgewahlt und b&8BZellen und A549-Zellen (Tierversuch)
evaluiert wurde. Da dPGSamin-PTX-(6) im Folgendeskutiert wird, soll es an dieser Stelle

nicht ausfuhrlich erdrtert werden.

CAB und dPGS-CAB-Konjugate
Trotz eines hohen molaren Anteils an gebundenem QAB7 mol CAB/1 mol dPGS) war

dPGSamin-CAB-(6) nicht wirksam. Ursachlich fur dieht nachweisbare Wirksamkeit konnte
eine verminderte Lo6slichkeit oder eine Prazipitatgewesen sein. Unl6sliche Drug-Targeting-
Systeme erflllen jedoch nicht die an sie gesteltaforderungen und kénnen haufig nicht als
Arzneimittel eingesetzt werden [111]. Die Probleialker veranderlichen Loslichkeit bzw. der
Préazipitation, in Abhangigkeit des molaren Verhigdes von Wirkstoff:Trager ist auch bei ande-
ren Drug-Targeting-Systemen bekannt [246]. Die hBakdung kénnte auch die zellulare Auf-
nahme verhindert haben, da der apolare CAB-Anteilfdr dPGS bekannte Aufnahme Uber
OATP-Transporter [161] Dbeeinflussen konnte. Da @hdo dPGSamin-CAB-(5)
(n=2 mol CAB/1 mol dPGS) zytotoxisch aktiv war, das Optimum der Beladung von dPGS
mit den einzelnen Zytostatika zu ermitteln.

Die Wahl des CAB sollte dennoch diskutiert werdéa, CAB hepatisch in einen zytotoxisch
aktiveren Metaboliten verstoffwechselt wird [63,).68ei einer Anwendung von CAB in dPGS-
CAB-Konjugaten ware dies vermutlich nicht mehr grgleichbarer Weise moglich. Zusatzlich
erfolgt die Metabolisierung im Bindungsbereich zdPGS-Polymer, sodass eine Metabolisie-
rung nur nach Freisetzung des CAB mdglich wére.ubadwirde jedoch der Verlust des Drug-
Targeting-Mechanismus erfolgen, da nach Spaltungibdisierung mit dPGSamin und CAB
zwei einzelne Komponenten vorliegen wirden. Deskallien keine Wirkstoffe genutzt wer-

den, deren Wirkung anteilig auf einem hepatischveagtten Metaboliten beruht.
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MTX und dPGS-MTX-Konjugat
Das dPGSamin-MTX-(2) wies im Vergleich zu MTX eigeringere Wirksamkeit auf. Urséch-
lich daftir kdnnte die durch dPGSamin verursachtel@ngsinhibierung von MTX an die DHFR

sein. Eine Freisetzung von MTX (Amidbindung) schiecht oder nur in geringem Mal3e statt-

zufinden, da auch bei einer verlangerten Inkubatieit (=96 h) die IG-Werte des
dPGSamin-MTX-(2) im Vergleich zu MTX deutlich eritélaren. Ohne eine Freisetzung ist der
Wirkmechanismus des MTX [69] vermutlich aufgehobsmgass dPGSamin-MTX-(2) aufgrund
der fehlenden Wirksamkeit nicht weiter untersuchtde. Die Bindungen bzw. die Linker sind

deshalb fir eine Freisetzung zu modifizieren (Bstelung).

DXR und dPGS-DXR-Konjugate
Auch dPGSamin-DXR-(1) zeigte im Vergleich zu DXReideutlich verminderte Wirksamkeit.

Ursachlich konnte dafur eine verminderte zellulaogler nukleare Aufnahme des
dPGSamin-DXR-(1) bzw. dessen DXR-Anteils sein. Fdgaenzmikroskopische Aufnahmen
von DXR und dPGSamin-DXR-(1) bestatigten, dass sietzteres perinuklear, nicht jedoch
intranuklear, anreicherte. Aufgrund des interkalneten Wirkmechanismus von DXR [71] kann
ohne Freisetzung von DXR aus dPGSamin-DXR-(1) k¥inéung erzielt werden. Da auch bei
t=48 h eine stark verminderte Wirksamkeit ermitteluirde, kann von nur einer gerin-
gen/langsamen Freisetzung des DXR aus dem Korjuggiegangen werden.

Es sind Polyglycerol-DXR-Konjugate mit enzymatiscépaltbaren Linkern entwickelt

worden [247], die verglichen mit DXR nur zu eineerigg verminderten Wirksamkeit des
Polyglycerol-DXR-Konjugates fuhrten [247]. DiesenBungsart konnte ein Modell zur Weiter-
entwicklung des dPGS-DXR darstellen. Aufgrund deflslenden Uberganges des DXR-Anteils
in den Zellkern erfolgte keine weitere Evaluierueg dPGSamin-DXR-(1).

Methodische Aspekte

Die hohe Anzahl an Konjugaten und Zelllinien machiiee Reduktion der zu untersuchenden
Konzentrationen notwendig. Dadurch wurden Voraussgfen fur genaue Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen nicht erreicht (2 Konzentragio ober-/unterhalb von 50 %) [190]. Den-
noch korrelieren unter bestimmten Voraussetzungetawfige Daten aus 2-Punkt-Messungen
gut mit 10-Punkt-Konzentrations-Wirkungs-Beziehumd248]. Das Screening wurde dennoch
nur zu einer ersten Eingrenzung des Konzentratemesthes genutzt, indem der genaue
ICso-Bereich wahrscheinlich liegt. Fur detaillierte (@dur-Wirkungs-Ableitungen konnte es

jedoch nicht genutzt werden, da die Zahl der untdren Konzentrationen gering war, die
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ICso-Werte z. T. nicht im untersuchten Konzentratiomsiod lagen und die Experimente auf-
grund der hohen Substanzanzahl nicht wiederhollevekonnten.

PTX-Konjugate benétigen eine zytoplasmatische Atmaiung ohne die vorherige hepatische
Biotransformation. Zuséatzlich zu den zuvor diskdée Begrindungen wurde deshalb
dPGSamin-PTX-(6) zur weiteren Analyse ausgewahlt.

Dieses Konjugat wies vergleichbare L-Selektin-Bimglen wie das nicht konjugierte dPGSamin
auf, wodurch auf den Erhalt der Bindungsfahigkemeschlossen werden kdnnte [157]. Dieser
Aspekt ist insbesondere in Hinsicht auf die zuvakadtierten Mechanismen im Xenograft-

Tumor von hoher Bedeutung.

4.2.3. Zytotoxizitat von PTX und dPGSamin-PTX-(6)

Zytotoxizitdt von PTX und dPGSamin-PTX-(6) bei Tuxellen
ICso-Wert-Berechnungen fir dPGSamin-PTX-(6) wurdenA®49- und A431-Zellen durchge-
fuhrt.

Mit Zunahme der Konzentration und der Inkubatioftszerringerten sich bei A431- und
A549-Zellen die IGr-Werte fur PTX und dPGSamin-PTX-(6). Die sfNerte von
dPGSamin-PTX-(6) waren dabei im Vergleich zu PTKoéit [155].

Der 1GoWert fur PTX bei A549-Zellen von Kg= 14,5 nmol/l {= 48h) ist mit den Werten
anderer Gruppen vergleichbar &G 19 nmol/l [249]; 1G, =20 nmol/l [250]). Abweichend
davon wurden jedoch auch deutlich h6here Wertehneten (16, = 109 nmol/l) [251], wobei
jedoch FK-12-Medium und Cremophor® EL als Lésundsrhgenutzt wurden [251]. Auch der
errechnete I6-Wert fur PTX bei A549-Zellen von Kg= 2,6 nmol/l {=72 h Inkubation) ist
mit den 1GgeWerten anderer Veroéffentlichungen vergleichbar s¢f2,3 nmol/l [252];
ICs0 = 3,6 nmol/l [253]; 1Go = 3,0 nmol/l [254]; 1Go = 8 nmol/l [255]).

Demgegenuber variieren jedoch die gefundeneqy-\'Gerte fur PTX bei A431-Zellen. Fir
t = 24h Inkubation wurde mit Kg= 138 nmol/l durch Miyata ein héherersiNert beschrieben
als der in dieser Arbeit prasentierte & 89 nmol/l) [256]. Zuséatzlich differieren fiir=72 h
die IGo-Werte fur PTX innerhalb der Literatur @6= 3,6 nmol/l [257]; I1Gy = 36 nmol/l [258])
und damit teilweise zu dem hier ermittelten We@s§l= 1,7 nmol/l). Trotz der partiellen Abwei-
chungen der 1§-Werte fur PTX und den zuvor diskutierten Inted@btveichungen lieRen die
dargestellten Konzentrations-Wirkungs-Beziehungdre@e in sich vorhandene Konsistenz der

Ergebnisse schliel3en [155].
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Der teilweise signifikante Unterschied desd®Verte zwischen dPGSamin-PTX-(6) und PTX ist
maoglicherweise durch den Aufnahmemechanismus Zérerk Im Gegensatz zu PTX, das u. a.
durch freie Diffusion aufgenommen wird [47, 52],ravidPGS durch OATP-Transporter trans-
portiert [161]. Dies gilt vermutlich auch fur dPG8ia-PTX-(6), da eine freie Diffusion fir die-
ses Konjugat nicht anzunehmen ist und endozytaigaifnahmemechanismen von dPGS vor-
wiegend bei Makrophagen nachgewiesen wurden [161].

Zu differenzierten Aufnahmegeschwindigkeiten desnjkigates bei verschiedenen Zelllinien
sind bislang keine Aussagen mdglich, da nur A43lledehinsichtlich einer detaillierten Auf-
nahme von dPGSamin-PTX-(6)-ICC untersucht worded @apitel 3.5.1.).

Da die ermittelten Igg-Werte des dPGSamin-PTX-(6) und des PTX teilwergs&gnordnungs-
maldig vergleichbar waren und bei héheren Inkubatietrdument(= 72 h;t = 48 h [A431]) im

niedrigen nanomolaren Bereich lagen, sollte dPGB&&hiiX-(6) weiter untersucht werden.

Zytotoxizitdt von PTX und dPGSamin-PTX-(6) bei HUEE ellen
Die Wirkung des dPGSamin-PTX-(6) sollte auch behtimalignen HUVEC-Zellen evaluiert

werden, um erste Aussagen zur Sicherheit und $atéktdes Konjugates ableiten zu kdnnen.

Die verglichen mit anderen Experimenten langerailaitionszeitt(= 72 h; nach Adhasion uber
Nacht) wurde aufgrund der hohen Verdopplungszeit HJVEC-Zellen vont=92 h in der
logarithmischen Phase des Wachstums festgeleg}.[188

Die 1Cso-Werte von PTX und dPGSamin-PTX-(6) unterschiedieh bei der Inkubation auf
HUVEC-Zellen signifikant (Faktor = 89-fach). Der ggniber PTX erhohte kgWert von
dPGSamin-PTX-(6) kdnnte als Hinweis auf eine vesbdas Spezifitat des Konjugates interpre-
tiert werden. Grund fir diese Annahme sind, vehglit mit dem hier vorgestellten Faktor, die
deutlich niedrigeren Faktoren dersi(Differenz bei Tumorzellen. Zusatzlich wird PTX etek-

tiv aufgenommen [47]. Dennoch ist nicht eindeutagstiellbar, worauf dieses Ergebnis zurtck-
zufihren ist, da dPGS-ICC auch in HUVEC-Zellen mpmtiesen werden konnte [153] und
dPGSamin-PTX-(6) dadurch vermutlich ebenfalls ia HUVEC-Zellen aufgenommen werden
kann. Ursachlich kdonnte eine deutlich verminderteQitat des aufgenommenen PTX-Anteils
bei der dPGSamin-PTX-(6)-Inkubation im Vergleicmeftrei diffundierenden PTX sein.

Auch in diesem Experiment wurden hohe Intertest-@ilsivungen, insbesondere bei PTX, nach-
gewiesen. Der hier errechnetes¢g@Vert fur PTX (IGo = 0,45 nmol/l) war dennoch gré3enord-

nungsmalig mit den bekannten sd®Verten konform (IGo=0,4 nmol/l [259];
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ICs50 =2 nmol/l [260]; 1Go= 2,2 nmol/l [261]) und das Ergebnis somit troter dntertest-
Abweichungen interpretierbar.

Einfluss des Sulfatierungsgrades von dPGSaminiaufytotoxizitdt von dPGSamin-PTX-(6)

Zur Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungenlol niedriger sulfatierte dPGS-Varianten
hinsichtlich der Zytotoxizitat bewertet werden, lkannt ist, dass die zellulare Aufnahme dend-
ritischer Polyglycerole neben der GroRRe [215] awch den funktionellen Gruppen/der Ladung
abhangig ist [144]. Als Negativkontrolle sollte d®&Gin-PTX genutzt werden, das aufgrund der
nur marginalen zellularen Aufnahme von dPG-ICC |1iine oder eine nur stark verminderte
Wirkung vermitteln sollte.

Konform mit vorbekannten Ergebnissen [144], wie§S&amin keine Inhibierung der Viabilitat
auf [155]. Demgegeniber konnte jedoch zwischen RIPGSamin-PTX-(6), den niedriger sul-
fatierten dPGSamin-PTX-(6)-Derivaten und — uneretariveise — auch dem nicht sulfatierten
dPGamin-PTX kein signifikanter Unterschied degg/erte belegt werden.

Die angenommene Struktur-Wirkungs-Beziehung kodatait nicht bewiesen werden, wodurch
die Hypothese der reduziertémvitro-Wirksamkeit bei einem verminderten Sulfatierungsigr
verworfen werden musste. Ursachlich dafur konntere @enerwartet stattfindende Aufnahme
von dPGamin-PTX oder die friihzeitige Freisetzung dgtotoxisch aktiven Wirkstoffes PTX
vom dPGamin-PTX sein. Diese Hypothesen werden mKhgiteln 4.4.—4.6. ausfuhrlich Uber-
pruft und diskutiert.

Verglichen mit den zuvor dargestelltensg@Verten der Zeitabhangigkeitsanalyse, konnten in
den hier diskutierten Experimenten sowohl fir PTXauch fir dPGSamin-PTX-(6) signifikant
erhohte 1G-Werte gefunden werden. Dies kdnnte durch unteegiche Prainkubationsbedin-
gungen erklart werden. Wéhrend im hier dargesteligperiment die Substanzzugabe bereits
nach einigen Stunden erfolgte, sind in den zuvoragaten Experimenten wirkstofffreie Prain-
kubationen zur Zelladharenz genutzt worden. Diasni® auf den Einfluss der Aussaat- und
Prainkubationsbedingungen auf den Zellzyklus unditd#olgend auf die Ergebnisse von Zyto-

toxizitatstests hinweisen [237].

4.3. Analyse ICC-markierter Substanzen

Zur weiteren Analyse von PTX, dPGSamin-PTX-(6), &@&in und dPGamin-PTX wurden die

Konjugate mit ICC-markiert (mivenion® GmbH, BerlinfFluorochrom-Markierungen der
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dPGS-Derivate und von PTX stellen eine Moglichkeit Analyse der zellularen Aufnahme und
Verteilung dar [144, 152, 154, 155, 191].

Einfluss der ICC-Markierung auf die Zytotoxizitat

Durch eine ICC-Markierung werden die rAumliche Binound die Grof3e der Konjugate veran-
dert, wodurch ein Einfluss auf die biologische Aktt ausgetibt werden konnte.

Die ICs¢-Werte von PTX, verglichen mit PTX-ICC, und von dP&nin-PTX-(6), im Vergleich
zu dPGSamin-PTX-(6)-ICC, waren signifikant vermiridéie ICC-Konjugation zeigte dem-
nach einen negativen Einfluss auf die zytotoxissheksamkeit.

Eventuell waren die erhdhtend@Nerte der ICC-Konjugate auf ein verdndertes Aufmaber-
halten zurtckfuhrbar. Dabei unterschieden sich gbdalie relativen Anteile des ICC
(M =930 Da [156]) am Gesamtmolekulargewicht von ATX- (M ~ 1700 Da) und dPGSamin-
PTX-(6)-ICC M = 14,3 kDa). Ursachlich kdnnte die ICC-Konjugatiae Adufnahmegeschwin-
digkeit und folglich auch dign-vitro-Wirksamkeit, insbesondere bei PTX-ICC, verandakidn.
Zusatzlich wurde die ICC-Konjugation an der C-13Swette des PTX durchgefihrt, die je-
doch einen pharmakologisch aktiven Anteil des PBXstellt [262]. Dies kdnnte fir eine Zyto-
toxizitatsverminderung ursachlich sein.

Der paradoxe Abfall der Viabilitat bei= 1 nmol/l PTX bzw. PTX-ICC war rational nicht er-
klarbar, da trotz mehrfacher Wiederholung, aucltidumterschiedliche Personen, vergleichbare
Ergebnisse ermittelt wurden. Kontrolluntersuchungelurch Zellzahlungen mit dem
Casy®-System zeigten bei dieser Konzentration fliX fedoch keinen deutlichen Abfall der
lebenden Zellen im Vergleich zur MediumkontrollaeXonzentratiorc = 1 nmol/l wurde aus

diesem Grund aus derd&Wert-Berechnung ausgeschlossen.

Analyse der Absorption und Fluoreszenz

Trotz der Anwendung des gleichen Farbstoffes wualleh die Konjugation das Spektrum des
ICC verandert, sodass sich die Wellenlangen demnodti®nsmaxima untereinander und z. T.
von den bekannten Werten [156] geringfligig unteestdmn. Zusatzlich differierte die Fluores-
zenz der Konjugate und es traten Quenching-Effalte

Die Untersuchung erfolgte mit Verdinnungen bezag#ndas Gesamtmolekulargewicht. Dabei
ist zu beriicksichtigen, dass die Konjugate unteesitiche molare Anteile des ICC-Farbstoffes
gebunden hatten. Eine rechnerische ,Normierung‘hk®fmedoch nicht durchgefuhrt werden, da
bspw. die gemessenen Fluoreszenzwerte von dPGS@Qintotz hoherer ICC-Beladung

(n=0,4 mol ICC/1 mol PTX) gegenuber dem niedrigetabenen dPGSamin-PTX-(6)-ICC
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(n=0,2 mol ICC/1 mol dPGS) vermindert waren. Verdimgen bezogen auf den ICC-Anteil
waren theoretisch moglich gewesen. Damit wiirdeh gdoch in den folgenden biologischen
Untersuchungen auch die molaren Anteile von zyistdxaktivem PTX unterscheiden, die ih-
rerseits moglicherweise einen Einfluss auf die Ahime und Elimination austben (Kapitel 4.4).
Zusatzlich erschwerte das Quenching die InterpogtaEin quantitativer Vergleich zwischen
den Substanzen hinsichtlich der (intrazellularehjofészenz war deshalb nicht méglich. Fur
einzelne Konjugate ist jedoch in sich eine Verlantdyse der Fluoreszenz mdglich gewesen.
FUr quantifizierende Analysen von Aufnahmekinetikksm dPGS-Fluorochrom-Konjugate ist es
deshalb notwendig, neue Konjugate zu entwickelrerd&luoreszenzquantitat vergleichbar hoch
ist. Das Problem der Strukturverdnderung durchl@@-Konjugationen wirde dadurch jedoch
nicht umgangen werden. Es sollten andere, fluomobnabhéangige Methoden zur Quantifizie-
rung der zellularen dPGS-Derivat-Aufnahme genutr weiterentwickelt werden [153, 160].

Fur die Vergleichsmessung von PTX konritd]Paclitaxel genutzt werden [49, 52].

4.4. Aufnahme und Elimination bei Zellen vitro

4.4.1.Aufnahme von PTX-ICC, dPGSamin-PTX-(6)-ICC, dPGSaiiC und
dPGamin-PTX-ICC in A431-Zellen

Ein Drug-Targeting-System fur Zytostatika muss wadite vollstandig intrazellular aufgenom-
men werden oder das Zytostatikum extrazellular Azwinahme freisetzen, da Zytostatika ihre
Wirkung in aller Regel intrazellular bzw. intranelr vermitteln [42]. Die Freisetzung der Wirk-
stoffe ist dabei u. a. vom Linker bzw. der Bindusighangig [108]. Aufgrund der transporter-
vermittelten Aufnahme von dPGS-Fluorochrom-Derimate Tumorzellen [144, 161] sollten
Aufnahmekinetiken auch fur dPGSamin-PTX-(6)-ICC websen Kontrollen ermittelt werden.
Die Zunahme der Fluoreszenz wird hier, wie im falden Kapitel erlautert wird, methodisch
vereinfachend mit einer Aufnahme des Konjugategigigesetzt.

Bei der PTX-ICC-Inkubation konnte eine logarithniscZunahme der Fluoreszenz mit einem
Sattigungsplateau gefunden werden. dPGSamin-PTXS@)wies im Vergleich dazu eine nicht
geséttigte, lineare Kinetik der Fluoreszenzzunalitmert = 48 h auf, wahrend die Fluoreszenz
von dPGamin-PTX-ICC nur geringgradig tUber dem Kalhtiveau lag. Die Inkubation mit
dPGSamin-ICC fuhrte zu einer linearen Fluoreszemalzme bist ~ 10 h. Danach wurde fur

dPGSamin-ICC ein Sattigungsplateau der Fluoresaaozgewiesen.
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Die zellulare Aufnahme von PTX erfolgt durch Diffos [47] und (Uber
OATP1B1/3-Transporter [50]. In anderen Untersuclemgurde ein Sattigungsplateau des int-
razellularen PTX bereits nach einer Stunde Inkoipatieit erreicht [263]. Dafur urséchlich war
maoglicherweise das durch die ICC-Konjugation geé@ed®lolekulargewicht Mptx = 850 Da,;
Mprxicc~ 1700 Da) sowie die raumliche Struktur des PTX-I®€ide Parameter kdnnten die
Aufnahmegeschwindigkeit beeinflussen. Dennoch wanerh die differierenden Zelllinien po-
tentiell fur die unterschiedlichen Kinetiken kausedrantwortlich (MCF7-Zellen [263] ggu.
A431-Zellen). Die intrazellulare Anreicherung deBXP(c > 100 nmol/l) ist von der Menge der
intrazellularen Bindungsstellen und der induzieebaErhdhung der Tubulinkonzentration ab-
hangig [264]. Diese Aspekte konnten im hier untelnsen Modell zur Séttigung beigetragen
haben. Die gefundenen Unterschiede der Aufnahmikinewischen PTX-ICC und
dPGSamin-PTX-(6)-ICC (logarithmisch gegeniber Iipdéeruhen vermutlich auf den differen-
ten Aufnahmemechanismen, wobei die Diffusion beXRInen Anteil tragt [47], wéhrend dies
fur das dPGSamin-PTX-(6)-ICC nicht anzunehmen iBtteressanterweise wurde fir
dPGSamin-PTX-(6)-ICC kein Sattigungsplateau innkrhaer Inkubationszeit gefunden
(tmax= 48 h). Es ware jedoch mdglich, dass das Satjgplateau von dPGSamin-PTX-(6)-ICC
erst nacht > 48 h erreicht werden wurde und hier nicht abdebiwurde. Es war damit nicht
vollstandig evaluierbar, ob die ermittelte Aufnatiomktion von dPGSamin-PTX-(6) der des
dPGSamin-ICC mit einer zeitlichen Verschiebung #hnelrde. Langere Inkubationen von
PTX-beladenen Konjugaten waren aufgrund der Zyirit@t in der hier genutzten Konzentrati-
on nur unter einem hohem Viabilitdtsverlust dedetedurchfihrbar (vgl. Daten der Zytotoxizi-
tat von dPGSamin-PTX-(6); Kapitel 3.2.2.).

Konsistent mit den durchflusszytometrischen Ergeden sind auch die fluoreszenzmikroskopi-
schen Aufnahmen nach Inkubation von dPGSamin-PTX&E, wobei eine stetige optische
Zunahme der Fluoreszenz gefunden wurde. Bereits tra80 min konnte eine fluoreszenzmik-
roskopisch darstellbare Menge von dPGSamin-PTX{&)-gesehen werden, die vermutlich an
die Zelloberflache bzw. Transportproteine gebundatte. Die beobachteten Zellkernfragmen-
tierungen wurden als histologische Zeichen der Zitéti interpretiert, die bei der inkubierten
Konzentration ¢ = 1 pmol/l dPGSamin-PTX-(6)-ICC) in Ubereinstimmurng den reduzierten
Viabilitaten nacht = 24 h Inkubationszeit von dPGSamin-PTX-(6) steht.

Die Aufnahme von dPGSamin-ICC, das keine Bindung @oulin aufweisen kann oder toxisch

wirkt, wurde im Gegensatz dazu gesattigt. Im Vedplelazu stieg die Fluoreszenz nach Inkuba-
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tion von dPGamin-PTX-ICC nur geringfiigig Uber dasnkollnivau an. Dieses erwartete Er-
gebnis war mit der bekannten marginalen AufnahmedPG-Derivaten in Verbindung zu brin-
gen und hebt die Bedeutung der Ladung und GroRedéeiAufnahme von Polyglycerolen
hervor [144, 215].

Da die intrazellulare PTX-Konzentration u. a. voer @éxtrazellularen Konzentration abhangig
ist [263], sollten weitere Konzentrationsbereicim¢eusucht werden. Niedrigere Konzentrationen
waren jedoch nicht mit den zur Verfiigung stehendeluorochrom-Konjugaten im
FACSCalibur™-System messbar, sodass auf andereollethausgewichen werden muss.

Bei der Interpretation war, wie eingangs angedeutetberticksichtigen, dass die gemessenen
Fluoreszenzwerte nicht alleiniges Ergebnis eindigimearts gerichteten Transportes, sondern
auch einer hier nicht differenzierbaren Eliminataarstellen. Auf diese wird im Folgenden ein-

gegangen.

4.4.2 Elimination von dPGSamin-PTX-(6)-ICC und dPGSan@Cl

Untersuchungen zur Elimination sollten aufzeigere iange die Fluoreszenz von dPGSamin-
PTX-(6)-ICC intrazellular nachweisbar ist, nachddas Konjugat extrazellular entfernt worden
war (intrazellulare Retention).

Es wurde gezeigt, dass die Elimination von dPGSd?iK-(6)-ICC im Vergleich zu der Elimi-
nation von dPGSamin-ICC aus A431-Zellen verlangsaart Der zytotoxisch aktive Wirkanteil
PTX des dPGSamin-PTX-(6)-ICC beeinflusste folglité Elimination.

Die Fluoreszenzhalbwertszeit nach Inkubationsermte dPGSamin-ICC lag mit»~ 19 h in
einem ahnlichen Bereich, wie die durch Palkar et eamittelten Verdopplungszeiten von
A431-Zellen § = 21,5 h;t, = 22,8 h) [265]. Es ware damit mdglich, dass noe gscheinbare”
Elimination gemessen wurde. Aufgrund der bekanigigten Biokompatibilitdt von dPGS und
der fehlenden Inhibition des Zellwachstums in deroibxizitatsuntersuchungen [144, 155]
kénnte die Fluoreszenzverminderung durch Zelltgjlatattgefunden haben und aufgenommene
Fluorochrom-Polymere auf Tochtergenerationen Memerden sein. Da der genaue Eliminati-
onsmechanismus von dPGSamin(-ICC) jedoch bislabgkannt ist, kdnnte auch ein intrazellu-
larer Abbau bzw. aktiver Transport stattfinden.

Im Vergleich dazu wurde innerhalb vor 48 h keine Halbierung der Ausgangsfluoreszenh nac
dPGSamin-PTX-(6)-ICC-Inkubation erreicht. Dies ktneinerseits auf einer PTX-vermittelten

Bindung des Konjugates an Tubulin, andererseitsoged auch auf der zytotoxi-
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schen/zytostatischen Wirkung beruhen [54-56, 58, @lne Verteilung der Fluoreszenz auf
Tochtergenerationen verhindert.

Diese Unterschiede der Eliminationskinetik und mhéglichen Erklarungansatze beider Konju-
gate kdnnten auch die zuvor dargestellten Aufnalmetiken beeinflusst haben.

Wie im Folgenden diskutiert wird, sollten auch azellular stabile dPGS-PTX-Konjugate evalu-
lert werden. Mit einem solchen intrazelluléar stabiKonjugat konnte moglicherweise einer der
Resistenzmechanismen gegeniber PTX gehemmt wedRdgm-Transporter kdnnen durch einen
zellauswarts gerichteten Transport von PTX zur ®eskz von Zellen beitragen [89-91, 266].
Substrate der P-gp-Transporter sind vorwiegenddpjab, hdufig ungeladen oder kationisch,
enthalten vielfach aromatische Gruppen und weiseth. R. ein Molekulargewicht von
M = 200-1900 Da auf [267, 268]. dPGS ist damit nubgirweise kein Substrat von
P-gp-Transportern. Ein auch intrazellular stabid#¥GS-PTX-Konjugat kdnnte demnach die
Elimination des PTX-Anteils aus Zellen verlangsarbew. verhindern.

4.5. Nachweis des Wirkmechanismus von PTX und dPGSamk+{B)

Fur die Zurtckfihrung der viabilitatsmindernden Mding des dPGSamin-PTX-(6) auf den
PTX-Anteil wurden Zellzyklusanalysen und Darstefien der intrazellularen Tubulinverteilung
genutzt. Gleichzeitig sollte dimn-vitro-Wirkung von dPGamin-PTX genauer beurteilt werden.
Beide Methoden stellen bekannte Wirkmechanismuselansgen fur PTX dar [58, 252].
Wahrend PTX zu einer deutlichen Erhéhung des/MAAnteils flihrte, wiesen
dPGSamin-PTX-(6) und dPGamin-PTX nur eine geringf@d=rhohung des £M-Anteils auf.
Die nach hoherer Inkubationskonzentration durchggdin histologischen Darstellungen zeigten
jedoch deutliche Veranderungen der Verteilung dekulins nach Inkubation von PTX,
dPGSamin-PTX-(6) und dPGamin-PTX. dPGSamin beeaafliden numerischen/@l-Anteil
und das zytologische Bild der TubulinverteilunghmicFehlende Hinweise auf Tubulin-, Zell-
kern- oder Zellzyklusveranderungen nach dPGSankunbation waren konsistent mit der be-
kanntenin-vitro-Vertraglichkeit und den hier dargestellten Viakiisuntersuchungen [144, 155].
Die Wirkung des PTX auf den Zellzyklus kann mit deekannten Wirkmechanismus in Ver-
bindung gebracht werden [58] und ist zu vergleichbeErgebnissen bei A549-Zellen konform
(t=18 h Inkubation) [269]. Der deutlich geringer geigragte Anstieg des,®-Anteils durch
die dPGSamin-PTX-(6)-Inkubation im Vergleich zu @&arX-Inkubation ist eventuell durch eine
langsamere Aufnahme des Konjugates erklarbar. Zlid@tinterschieden sich bei der gewahlten

Konzentration die Viabilititen nach= 24 h Inkubation von PTX bzw. dPGSamin-PTX-(6),
110



sodass das Ergebnis den zeitlich schnelleren Wiitkeifir PTX in den gemessenen Zellzyk-
lusparametern widerspiegelt. Dennoch ist der ArdailG/M-Zellen nacht = 12 h Inkubation
von dPGSamin-PTX-(6) niedriger als erwartet. Derlkiviechanismus des dPGSamin-PTX-(6)
wurde jedoch eindeutig mit der mikroskopisch daigjéen, PTX-vermittelten Wirkung auf die
Verteilung von Tubulin nachgewiesen (hdhere Konatiun). Diese Veranderungen waren in
Einklang mit den Konzentrations-Wirkungs-BeziehumgBie gewdahlte Konzentration in der
Zellzyklusanalyse ist damit fur die Inkubationszgit 12 h) niedriger als die zur,®1-Anteils-
Erh6hung notwendige Konzentration.

Aus den Experimenten bestatigte sich jedoch, dassh adPGamin-PTX zu einer
PTX-vermittelten Wirkung fuhrte und diese auf degllZ/klus vergleichbare Auswirkungen wie
eine dPGSamin-PTX-(6)-Inkubation hat. Es konnte das Ubereinstimmung der Tubulin-
Darstellungen und der Zellzyklus-Ergebnisse gess@o werden, dass dPGamin-PTX und
dPGSamin-PTX-(6) die gleiche Wirksamkeit aufweisBrese Ergebnisse dienten der Bestati-
gung der primar unerwartet vergleichbar niedrig€g,-Werte von dPGSamin-PTX-(6) und
dPGamin-PTX (IGy =33 nmol/l bzw. 50 nmol/lt = 48 h Inkubation). Es widerspricht jedoch
der nach dPGamin-PTX-ICC-Inkubation nur geringfugier das Kontrollniveau zunehmenden
zellularen Fluoreszenz, die auf eine nur margiaaltulare Aufnahme des Konjugates schlief3en
lie3 und mit Vorergebnissen zur Aufnahme von dPG-lbereinstimmend war [144, 155].
Basierend auf den theoretischen Mdglichkeiten zitaifuing dieses Effektes — der Verunreini-
gung der Probe mit freiem PTX, der zellularen Aliim& von dPGamin-PTX oder der Freiset-
zung von PTX vom Polymer — konnte Letzteres angenemwerden, da Verunreinigungen aus
dem Syntheseprozess ausgeschlossen werden ko8i@rupd keine deutliche, iber dem Kon-
trollniveau liegende Aufnahme fir dPGamin-PTX-IC&chgewiesen werden konnte. Aufgrund
der gleichen Bindungsart hatte dieses Ergebnis &uswirkungen auf die Interpretation der
dPGSamin-PTX-(6)-Ergebnisse [155].

4.6. Freisetzung des PTX und Struktur des dPGSamin-B)X6njugates

Freisetzung von PTX
Die vermutete Freisetzung von PTX aus den dPGS&TKH6)- bzw.

dPGamin-PTX-Konjugaten wurde durch Hochleistungsigkeitschromatographien nachge-
wiesen (A. Sousa Hervés; ehem. Inst. f. ChemieiacHg&mie, Freie Universitat, Berlin) [155].
Die Freisetzung von PTX vom dPGSamin-PTX-(6)-Komjufindet innerhalb weniger Stunden

durch eine Ester-Hydrolyse statt (75 % PTX-Freisetg nacht = 3,5 h in Plasma) [155]. Die
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gefundenen Unterschiede in der Freisetzungsgesdigkigit zwischen dPGSamin-PTX-(6) und
dPGamin-PTX in Abhangigkeit vom pH-Wert werden amdexrer Stelle ausfihrlich
diskutiert [155]. Vergleichbare Ester-Verbindungemr Konjugation von PTX wurden zuvor
auch bei anderen makromolekularen Tragern geniitf, [191] und stellen eine gebrauchliche
Bindungsart in diesem Bereich dar [108]. Im Vergtezu der durch A. Sousa Hervés nachge-
wiesenen schnellen Freisetzung von PTX aus dPGSRm%a(6) differiert die Freisetzungsge-
schwindigkeit von PTX aus anderen Konjugaten mittefEsndungen erheblich
(vgl. Diskussion [155]).

Interessanterweise wurde am dPGSamin-DXR-(1)-Katjingstologisch gezeigt, dass sich die-
ses um, nicht jedoch im Zellkern anreicherte une e@eutlich verminderte Zytotoxizitat auf-
wies. Das Konjugat enthielt jedoch ebenfalls eistefbindung zur Konjugation (dPGSamin mit
DXR-Succinat [NHS-Ester]; Amidbindung am dPGS; Bstedung am DXR). Eine Freisetzung
scheint aufgrund der histologischen und zytotoxesckrgebnisse in diesem Konjugat nur ver-
langsamt oder in geringerem Mal3e stattgefunderabarh

FUr die Stabilitdt der Esterbindung bei dem Rol@lutaminsdure-PTX-Konjugat (CT-2103,
Paclitaxel poliglumeksind moéglicherweise sterische Effekte verantuartildie eine Esterspal-
tung durch Esterasen verhindern [118]. Diese Engsbrverdeutlichen, dass die Freisetzungsge-
schwindigkeit neben der Bindungsart auch von amdEektoren, wie dem pH-Wert und dem zu
untersuchenden Konjugat, abhéngig ist [108, 15%].19

Gleichzeitig sind fur die Inkubation von dPGSaminX?(6) auf HUVEC-Zellen, verglichen mit
PTX, eine signifikant verminderte Zytotoxizitat uethe hohe Differenz der ¥gWerte nach-
gewiesen worden. Eine dort moglicherweise gerindjgeroder verlangsamte Freisetzung des
PTX aus dPGSamin-PTX-(6) kénnte auf die abweichenddturbedingungen und insbesondere
den Anteil und die Art des Serums mit einer diffées Esteraseaktivitat zurtickzufuhren sein.
Die Freisetzung des zytotoxisch aktiven Wirkstoffesn Polymer ist deshalb auch fur die spezi-
fischen Zellkulturbedingungen einzeln zu evaluieran die Freisetzungskinetik mit den Ergeb-
nissen dem-vitro-Zytotoxizitatstests korrelieren zu kénnen.

Mit dem Nachweis der unerwartet schnellen Freisgjaton PTX vom dPGSamin-PTX-(6) sind
auch die vorgestellten Zytotoxizitatswerte nur mihschrankungen interpretierbar, da keine
Differenzierung der Wirkung zwischen konjugatgebemein und frei vorliegendem PTX mdg-
lich ist [155]. Zusatzlich sind keine Freisetzunigsitiken fur die genutzten spezifischen Kultur-

bedingungen vorhanden, mit denen Korrelationerelrsterden kénnten.
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Chemische Struktur des dPGSamin-PTX-(6)
Neben der Freisetzung ist auch die chemische strads dPGSamin-PTX-(6)-Konjugates zu

reflektieren. Die Bindung des PTX an das dPGS-Pelyenfolgte tber einen Ester an der Positi-
on C-2' der C-13-Seitenkette des PTX [155]. Die t&diette und insbesondere die
2'-OH-Gruppe tragt jedoch hauptsachlich zur Binduwng PTX an Tubulin bei und ist fur des-
sen Wirksamkeit essentiell [262]. Diese Konjugatitrer die C-2'-Position, die auch Heaclit-
axel poliglumexgenutzt wurde, verhindert eine zytotoxische Wikules PTX vor dessen Frei-
setzung und kdnnte damit eine vorzeitige systersisirkung vermindern [118]. Aufgrund der
frhzeitigen Freisetzung des PTX vom dPGSamin-P@X{Plasma) [155] war dieser pharma-
kologisch erwtlinschte Effekt fur das hier unterseddnjugat nicht zu erwarten. Zusatzlich ist
auch ein durch dPGSamin-vermitteltes Drug-Targetmgrhalb der kurzen Zeitspanne der Sta-
bilitdt vermutlich nicht ausreichend maéglich.

Die vorzeitige Freisetzung kdonnte durch Modifikatider Bindung so veréndert werden, dass
keine oder eine nur langsame Freisetzung des PWXdRGS-Kern stattfinden kann.

Es ist anzunehmen, dass ein stabiles dPGS-PTX-gahjwaufgrund des dPGS-Transportes
(OATP) [161], ebenfalls zellular aufgenommen weréann. Fur auch intrazellular stabile Kon-
jugationen sollte jedoch eine zu der C-2'-Positdifferente Bindungsstelle gewahlt werden.
Modifikationen der OH-Gruppe der C-7-Position ddsXFKernes (zu 7-Acetylpaclitaxel) fuhr-
ten bspw. nur zu einer geringen Verminderung ddivit von PTXin vitro [271]. Demgegen-
Uber stehen jedoch dazu differente Ergebnisse &evitsit nach Modifikation der C-7-Position,
bspw. mit Phosphaten (keihe-vitro-Aktivitat) [81]. Die C-7-Position des PTX sollteotz die-
ser diskrepanten Ergebnisse als Bindungsort fur dWeiterentwicklung des
dPGS-PTX-Konjugates evaluiert werden, um Konjugeioan der pharmakologisch wichtigen
C-13-Seitenkette zu vermeiden.

Auf den mdoglichen Einfluss eines auch intrazelllidéabilen Konjugates auf die Elimination

wurde bereits eingegangen (Kapitel 4.4.2.).

4.7. Eignet sich dPGS als Drug-Targeting-System?

Das Polymer dPGS weist eine Vielzahl von Eigendehatuf, die eine Anwendbarkeit als
Drug-Targeting-System ermoglichen konnten (Kapitetl.5). Grundsatzlich muss ein Drug-
Targeting-System biokompatibel sein [129] und so#iich im Zielgewebe anreichern kénnen
[103].
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Diese Arbeit untersuchte die Eignung des dPGS alg-Dargeting-System in zwei verschiede-
nen Abschnitten: (1.) der Anwendung von dP@%ivo und (2.) durch die Analyse kovalenter
dPGS-Zytostatika-Konjugaia vitro.

In vivowurde gezeigt, dass dPGS keine toxischen Effedtergacht [195]. Gleichzeitig wurden
der Median des relativen Tumorvolumens verminders(), die Proliferation im Tumorgewebe
signifikant reduziert und eine histologisch naclslkare Anreicherung von dPGS im tumorum-
gebenden Bindegewebe dargestellt.

Das Polymer dPGS erflillt durch diese Aspekte pharmlogische Grundvoraussetzungen
fur eine erfolgreiche Anwendung als Drug-TargetingSystemin vivo und sollte weiter eva-
luiert werden.

Zusatzlicheln-vivo-Untersuchungen zur Pharmakokinetik (Verteilunguntere Kompartimente
und deren Quantifizierung), Langzeittoxizitat ung ¥Virksamkeit des dPGS sind jedoch not-
wendig. Gleichzeitig sind bei der Weiterentwicklutig diskutierten, méglicherweise problema-

tischen Effekte einer subkutanen Injektion von dR@igstoff-Konjugaten zu bedenken.

Das Polymer dPGS eignet sich weiterhin zur Konjogamnit Zytostatika [155]. Zur Auswahl
und Charakterisierung eines dPGS-Zytostatika-Kaatgesy wurdenin-vitro-Untersuchungen
durchgefuhrt. Das evaluierte dPGS-Zytostatika-Kgaju(dPGSamin-PTX-(6)) wies eine im
Vergleich zu PTX teilweise signifikant geringeretdipxizitat bei A431-/A549-Zellen und eine
signifikant geringere Zytotoxizitat bei nicht-matign HUVEC-Zellen auf, wobei sich die Fakto-
ren der IGy-Differenzen jedoch deutlich unterschieden. Zugéizerfolgte die Zunahme der
Fluoreszenz von mit dPGSamin-PTX-(6)-ICC-inkubierZellen linear und ohne Sattigung.
Dennoch reprasentierte das untersuchte dPGSamin-PT¥6) keine geeignete Drug-
Targeting-Verbindung, da eine frihzeitige Freisetzng des zytotoxischen Wirkstoffanteils
(PTX) vom potentiellen Drug-Targeting-Anteil (dPGSanin) im Rahmen dieser Arbeit
vermutet und diese Freisetzung letztlich auch bestigt wurde [155]. Durch die friihzeitige
Freisetzung, vor allem im Plasma [155], war ein véessertes pharmakologisches Profil
hinsichtlich der selektiven Anreicherung von PTX umTumoren und einer verminderten
systemischen Toxizitat fur dieses Konjugat nicht zerwarten.

Die Verbindung zwischen Wirkstoff und dPGS ist ddblzu modifizieren und fir jedes neue

Konjugat hinsichtlich der Wirkstofffreisetzung zwaduieren [155]. Dabei missen zytosolisch
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aktive Wirkstoffe von nuklear aktiven Wirkstoffemterschieden und das Aufnahmeverhalten
(Geschwindigkeit, nukledre Aufnahme) in das neuaz€pt einbezogen werden.

Die nicht wirksamen dPGS-Zytostatika-Konjugatetsallstrukturiert untersucht und die benann-
ten Hypothesen zur fehlenden Wirksamkeit Gberpsigitden (fehlende Aufnahme, Strukturver-
anderung). Eine Weiterentwicklung von dPGS-CAB-Kggten sollte jedoch nicht weiter ver-
folgt werden. Die Erhdhung des zytotoxisch aktiw¥irkstoffanteils konnte die Wirksamkeit
verbessern, wobei jedoch der Erhalt der Loslichiett dPGS-spezifischer Eigenschaften fur ein
maogliches Drug-Targeting essentiell ist (Bindungbkaéten, zellulare Aufnahme).

Um eindeutige Struktur-Wirkungs-Beziehungen abteitea kdnnen, sollten zukinftig definierte
Molekulargewichte untersucht und keine polydisperBelymere mehr genutzt werden. Neue
Fluorochrom-Konjugate sind so zu synthetisiererssdderen Fluoreszenz quantitativ zwischen

den verschiedenen Konjugaten vergleichbar ist.

Insgesamt konnte das dendritische Polyglycerolsdia potentielles Drug-Targeting-System
zur Anwendung in der Tumorchemotherapie darstel@a.methodischen Diskussionen und die
Resultate aus der Anwendung von dPGI& vivo sowie der Analyse von

dPGS-Zytostatika-Konjugatenn vitro stellen die Grundlage zur Weiterentwicklung und

-evaluierung von dPGS als potentielles Drug-Tange8ystem dar.
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