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1 EINLEITUNG  

1.1 Aufbau der Haut  

 

Die Haut ist mit einer Fläche von ca. 2 m2 und einem Gewicht von ca. 10 % des 

Körpergewichts das größte Organ des menschlichen Körpers (Walters, 2002). Sie bildet die 

äußere Barriere des Organismus und schützt vor schädlichen Umwelteinflüssen – z.B. vor 

UV-Strahlung. Die Haut ist außerdem wesentlich an der Regulation des 

Flüssigkeitshaushaltes, der Körpertemperatur und der Immunabwehr beteiligt. Anatomisch 

lassen sich drei Schichten der Haut unterteilen: die Epidermis, die Dermis (Korium) und die 

Subkutis, die sich unter der Kutis (Zusammenfassung von Epidermis und Dermis) befindet 

(Abb. 1-1). Die anatomischen und physiologischen Eigenschaften der Haut sind regional 

verschieden. Dabei spielen u. a. die Dicke der Epidermis, die Intensität der Pigmentierung, die 

Schichtdicke der Dermis und des subkutanen Fettgewebes, die Verteilung der Haarfollikel 

und Drüsen, die Blutgefäßversorgung, das Vorkommen von Abwehrzellen und 

hämodynamische Strukturen eine Rolle und beeinflussen die kutane Resorption von 

Substanzen und damit deren topische Anwendbarkeit (Hornstein & Nürnberg, 1985).  

 

 
 
Abb. 1-1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Haut als senkrechter Schnitt. Von außen nach innen sind 

dargestellt die Epidermis, Dermis und Subkutis. (Bild: aus Jarvis, 2000) 
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Epidermis. Die Epidermis (Oberhaut) besteht aus einem avaskulären, mehrschichtigen, 

verhornenden Plattenepithel, das in Abhängigkeit von der Körperregion 0,04 – 1,6 mm dick 

ist. Durch kegelförmige Papillen ist die Epidermis mit dem vaskularisierten Korium 

verbunden, durch das die Epidermis ernährt wird. Circa 90 % der Epidermis bestehen aus 

Keratinozyten, die in der Basalzellschicht gebildet werden (Abb. 1-1) und in ihrem 

Differenzierungsprozess zur Oberfläche hin zunehmend abflachen und verhornen. Daneben 

findet man Melanozyten, Langerhanszellen und Merkelzellen. Im Querschnitt der Haut 

unterscheidet man von außen nach innen vier Schichten der Epidermis: das Stratum corneum 

(Hornschicht), das Stratum granulosum (Körnerschicht) sowie das Stratum spinosum 

(Stachelzellschicht) und Stratum basale (Basalzellschicht); letztere werden als Stratum 

germinativum (Keimschicht) zusammengefasst (Abb. 1-2). Das Stratum lucidum 

(Glanzzellschicht) kommt nur an der Leistenhaut der Hände und Füße vor und bildet dort den 

Übergang vom Stratum corneum zum Stratum granulosum.  

 

 

 

 

 
Abb. 1-2: Querschnitt durch die Epidermis mit den vier 

Epidermisschichten Stratum corneum, granulosum, spinosum und 

basale (von außen nach innen). Hautschnitt mit H.E.-Färbung, 200-

fach vergößert (Bild: J. Jackson, 1999, Mississippi College, 

Clinton). 

 

Das Stratum corneum besteht aus ca. 10 – 15 Schichten von verhornten und im Gegensatz zu 

den anderen Epidermisschichten kernlosen („toten“) Zellen (Korneozyten) und stellt als ein 

sehr dichtes und wenig hydriertes Gewebe (Wassergehalt 15 – 20 %) das Barriere- und 

Speichersystem der Haut dar (Walters, 2002). Diese Barrierefunktion wird der Lipidmatrix 

zugeschrieben, die aus Ceramiden (40 %), Cholesterol (27 %), Cholesterylestern (10 %) und 

Fettsäuren (9 %) zusammengesetzt ist (Wertz et al., 1989). Die Korneozyten selbst bestehen 

aus einem Keratingerüst, das aus Keratinfilamenten gebildet wird, die unter dem Einfluß von 

Filaggrin vernetzt sind, und das zusätzlich durch Involucrin stabilisiert wird. Involucrin ist ein 

Protein, das sich im Stratum granulosum an der Innenseite der Zellmembran anlagert und 

durch Quervernetzung eine sehr rigide Hülle um die Keratinmatrix bildet (cornified envelope; 

Eckert et al., 1993). Das Stratum granulosum ist 2 – 5 Lagen dick und enthält 
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Keratohyalingranula und Lamellenkörper. Das darunterliegende Stratum spinosum enthält 

polygonale, leicht abgeflachte Zellen, die miteinander durch Desmosomen verbunden sind 

(Cozzani et al., 2000). Keratin-Tonofibrillen formieren ein zytoplasmatisches Stützskelett. 

Die Regeneration der Epidermis erfolgt im Stratum basale. Hier finden sich zwei Typen von 

Keratinozyten, wobei ein Zelltyp Stammzellfunktion aufweist und durch Teilung neue 

Keratinozyten bildet und der andere durch Hemidesmosomen für die Verankerung in der 

Basalmembran sorgt (Walters, 2002). Das epidermale Kompartiment weist eine hohe 

metabolische Aktivität auf, insbesondere durch Esterasen (Gysler et al., 1997; Ngawhirunpat 

et al., 2003). 

 

Dermis. Die wichtigste Aufgabe der Dermis (Korium, Lederhaut) besteht in der Versorgung 

der Epidermis. Die Dermis gliedert sich in das Stratum papillare und reticulare. Dabei sorgen 

Kollagen- und Elastinfasern für die Festigkeit und Elastizität der Haut. Neben Mastzellen, 

Lymphozyten und Makrophagen finden sich in der Koriummatrix hauptsächlich Fibroblasten, 

die ebenfalls metabolische Enzyme (Sulfotransferasen, Cytochrom-P450-Isoformen) bilden 

(Oesch et al., 2007). Darüber hinaus befinden sich in der Dermis Blut- und Lymphgefäße, 

Sinnesrezeptoren sowie Hautdrüsen und Haarwurzeln. 

 

Subkutis. Die Subkutis (Unterhaut) ist ein lamellar gebautes Bindegewebe, in das vor allem 

Fett eingelagert ist (Panniculus adiposus), welches dem Kälteschutz dient und einen 

Energiespeicher darstellt. Eingelagert in die Subkutis findet man größere Blut- und 

Lymphgefäße, Nerven und Schweißdrüßen. 

 

1.2 Formen des hellen Hautkrebses 

 
Die Inzidenz von Hautkrebs hat in den letzten Jahrzehnten, auch aufgrund des veränderten 

Freizeit- und Sonnenverhaltens der Bevölkerung stark zugenommen. Nahezu 90 % von circa 

100.000 jährlich in Deutschland neu diagnostizierten Fällen des Basal- und 

Plattenepithelkarzinoms und von circa einer Million Fälle in den USA sind eine Folge von zu 

hoher UV-Licht-Exposition. Basal- und Plattenepithelkarzinom sowie dessen Frühform – die 

Aktinische Keratose – werden häufig unter dem Begriff „heller Hautkrebs“ zusammengefasst 

und damit von dem „dunklen (schwarzen) Hautkrebs“, dem malignen Melanom abgegrenzt, 

das die deutlich agressivere Krebsform darstellt und unbehandelt zum Tod führt. Die 

Mehrheit der hellen Hauttumoren sind semimaligne Basalzellkarzinome (Basaliome, 80 %), 
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die selten Metastasen (0,03 %) bilden (Anwar et al., 2004). Das Plattenepithelkarzinom 

(Spinaliom, Spinalzellkarzinom, SCC) gilt als zweithäufigster bösartiger Hauttumor. 

Nachdem die Aktinische Keratose lange als Krebsvorstufe für das Plattenepithelkarzinom 

galt, betrachtet man sie heute als Carcinoma in situ. In circa 5 – 10 % der Fälle gehen 

Aktinische Keratosen innerhalb von 10 Jahren in ein Plattenepithelkarzinom über (Anwar et 

al., 2004; Stockfleth & Kerl, 2006; Stockfleth, 2008), bzw. 97 % der kutanen Spinaliome 

entwickeln sich nachweislich aus einer zuvor diagnostizierten Aktinischen Keratose (Hurwitz 

& Monger, 1995). 

 

UV-Strahlung und Mutationen. Der Wellenlängenbereich des elektromagnetischen 

Spektrums von 1 – 400 nm wird als ultraviolette Strahlung bezeichnet. Diese ist kurzwelliger 

und daher energiereicher als das sichtbare Licht (400 – 800 nm). Man unterscheidet UV-C- 

(100 – 280 nm), UV-B- (280 – 320 nm) und UV-A-Strahlung (320 – 400 nm). Für die 

Schäden an der Haut sind die UV-B- und UV-A-Strahlung von Bedeutung, wobei die UV-B-

Strahlung nur in die Epidermis eindringt, während UV-A-Strahlung bis in das Korium 

gelangt. Durch Zerstörung des Kollagenfasernetzes führt UV-A-Strahlung langfristig zu 

Strukturveränderungen im Bindegewebe und somit zur Hautalterung. UV-B-Strahlung 

bewirkt eine Verdickung des Stratum corneum (sogenannte Lichtschwiele) und durch 

Aktivierung von Melanozyten die Pigmentierung. Hohe Dosen UV-B induzieren akute 

Hautschäden in Form von Erythemen (Sonnenbrand) – häufige, starke UV-B-Exposition führt 

zu DNA-Schäden in den teilungsaktiven Keratinozyten des Stratum basale (Matsumura & 

Ananthaswamy, 2004). Es kommt zur Bildung von Purin- und Pyrimidin-Dimeren oder zum 

(Doppel-)Basenaustausch (Brash et al., 1991; Ziegler et al., 1993) – Genmutationen, die u.a. 

das Tumorsuppressorprotein p53 und die Telomerase betreffen, sind die Folgen. p53 reguliert 

als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schädigung die Expression von Genen, die an der 

Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion der Apoptose sowie an der DNA-Reparatur 

beteiligt sind. Sowohl bei Aktinischer Keratose als auch bei Plattenepithelkarzinomen können 

p53-Mutationen detektiert werden. Mutationen der Telomerase erhöhen die Aktivität dieser 

reversen Transkriptase, wodurch es nicht zu einer Verkürzung der Telomeren bei der 

Zellteilung kommt, was zu einem unkontrollierten Wachstum entarteter Zellen führt (Burren 

et al., 1998; Balasubramanian et al., 1999; Lin & Lowe, 2001; D’Errico et al., 2007).  
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Aktinische Keratose. Die Aktinische Keratose (AK, Abb. 1-3) gilt als benignes, nicht 

metastasierendes Plattenepithelkarzinom in situ, entsteht vorzugsweise bei dauerhaft 

lichtgeschädigter Haut und zeichnet sich durch eine Proliferation atypischer Keratinozyten in 

den tieferen Epidermisschichten aus; die Basalmembran ist noch nicht durchbrochen. Diese 

Läsionen können sich zurückbilden, entwickeln sich aber in circa 5 – 10 % der Fälle zu einem 

invasiven Plattenepithelkarzinom (Glogau, 2000; Anwar et al., 2004; Stockfleth & Kerl, 

2006; Stockfleth, 2008). Aktinische Keratosen entstehen vor allem in den lichtexponierten 

Regionen. Zu diesen Lichtterrassen zählen Gesicht, Stirn, Kopf (Glatze), Hände und 

Unterarme. Im Frühstadium zeigen sich scharf begrenzte Erytheme mit leichter Schuppung 

und hervortretenden, erweiterten Blutgefäßen (Teleangiektasien). Später entwickeln sich 0,2 – 

1 cm große, scharf begrenzte, rötliche Knötchen (Papeln), die graubraun verhornt sind. Meist 

treten mehrere Läsionen gleichzeitig auf, dies wird als Feldkanzerisierung bezeichnet. Biopsie 

und konfokale Mikroskopie können die Diagnose der AK unterstützen und bestimmte Formen 

des Melanoms oder des Basalioms abgrenzen (Anwar et al., 2004; Stockfleth & Kerl, 2006). 
 

  
 

Abb. 1-3: Beispiele für Aktinische Keratosen. Vorkommen hauptsächlich auf den sogenannten Lichtterrassen 

wie Kopf (1) und Hände (2). (Bilder: Klinik für Dermatologie u. dermatol. Allergologie, Friedrich-Schiller-

Universität Jena) 

 

Plattenepithelkarzinom (SCC). Das Plattenepithelkarzinom ist ein maligner 

(metastasierender) Tumor, der ebenfalls vor allem auf den Lichtterrassen des Körpers auftritt. 

Plattenepithelkarzinome entwickeln sich meist aus einer Aktinischen Keratose. Die 

Häufigkeit korreliert mit der kumulativen UV-Dosis, die während eines Lebens auf die Haut 

trifft (Riede & Schaefer, 1999). Dabei sind hellhäutige Menschen oder immunsupprimierte 

Personen höheren Alters besonders häufig betroffen (Anwar et al., 2004). Patienten mit 

Xeroderma pigmentosum, die genetisch bedingt eine verminderte Fähigkeit zur DNA-

Reparatur aufweisen und daher besonders UV-empfindlich sind, besitzen ein 1000-fach 

erhöhtes Risiko, eine Hautkrebsform zu entwickeln (Cleaver, 2000). Der Nachweis humaner 

Papilloma Viren (HPV) Typ 16 lässt die Beteiligung einer HPV-Infektion an der 
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Tumorgenese vermuten (Bulk et al., 2006; Näsman et al., 2009). Beim invasiven SCC 

invadieren die neoplastisch entarteten Keratinozyten in die Dermis, später können sich 

vornehmlich in den lokalen Lymphknoten Metastasen bilden (Anwar et al., 2004). Im 

klinischen Erscheinungsbild imponieren Plattenepithelkarzinome als hautfarbene bis rötliche, 

verhornte Knötchen oder Knoten, die teilweise aufgebrochen und mit Krusten bedeckt sein 

können (Abb. 1-4). 

 

 

 
Abb. 1-4: Beispiel für ein Plattenepithelkarzinom. Es ist ein rötlicher Tumor mit 

zentraler Hornkruste zu erkennen. (Bild: I. Nuhn, 2007, Philipps-Universität 

Marburg, Klinik für Dermatologie und Allergologie) 

 

Basaliom. Der häufigste helle Hautkrebs tritt vor allem zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr 

auf und nimmt seinen Ausgang von den basalen Epidermisschichten und den Haarfollikeln 

(Krüger et al., 1999); Basaliome wachsen langsam, lokal infiltrierend und destruierend, 

metastasieren aber nur selten und werden daher als semimaligne bezeichnet. Die Tumorzellen 

sind nämlich nicht vollautonom, sondern stromaabhängig – daher die seltene Metastasierung 

und das kontinuierliche Wachstum im Zellverband (Krüger et al., 1999). Für das Basaliom 

gibt es keine Frühform; zu den Risikofaktoren zählen starke UV-A-Exposition bei 

sonnenempfindlicher Haut (Hauttyp 1 und 2). Anfangs zeigen sich kleine, harte Knoten 

("Basaliomperlen"), später kommt es zu Ulzerationen und Destruktionen (Domarus & 

Stevens, 1984) 

 

1.3 Aktuelle Therapieoptionen bei hellem Hautkrebs 

 

Da eine Voraussage, ob eine Aktinische Keratose in ein invasives Plattenepithelkarzinom 

übergeht und ein Metastasierungsrisiko birgt, nicht sicher getroffen werden kann, ist es 

wichtig, die Läsionen effizient zu behandeln (Glogau, 2000). Bei der Wahl der 

Therapieoption spielen folgende Faktoren eine Rolle: Ausprägung, Lokalisation und 

Fortschreiten der Läsion; Einzel- oder Mehrfachläsionen (Feldkanzerisierung), Immunstatus 

(z.B. Transplantatempfänger) und Krankheitsgeschichte (Tumoranamnese) des Patienten. Für 

die Sicherung der Diagnose und zur Abschätzung der Tumorausprägung wird in der Regel 

mittels Biopsie eine Gewebeprobe entnommen und mikroskopisch untersucht. Therapeutisch 
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stehen sowohl physikalische Methoden als auch pharmakologische Ansätze zur Verfügung 

(Stockfleth & Kerl, 2006). 

 

1.3.1 Physikalische Therapiemethoden 

 

Kryotherapie. Die Kryotherapie ist die dominierende physikalische Behandlungsmethode 

und wird vor allem bei multiplen Läsionen von AK, SCC und Basaliom angewandt. Mit 

flüssigem Stickstoff werden die krankhaften Hautpartien vereist und so entfernt. Die 

Kryotherapie ist hinsichtlich Anwendungsdauer, -intensität und -frequenz nicht standardisiert, 

erzielt aber sehr zuverlässige Ergebnisse. Nachteilig ist die Gefahr, auch gesundes Gewebe 

neben und unter der Läsion (Dermis) zu schädigen sowie die Narbenbildung (Lober & 

Fenske, 2004; Stockfleth & Kerl, 2006). 

 

Chirurgische Exzision und Küretage. Scharf begrenzte Läsionen werden mit einem 

Sicherheitsabstand von 1 cm chirurgisch entfernt. Ist diese Standardtherapie nicht möglich, 

kann die Läsion ausgeschabt werden. Die Küretage wird hauptsächlich bei multiplen 

Läsionen angewandt. Beide Methoden erfordern eine ortliche Betäubung und hinterlassen 

Narben (Lober & Fenske, 2004; Stockfleth & Kerl, 2006). 

 

Lasertherapie. Hierbei wird mit nahem Infrarotlicht, das besonders stark in den obersten 

Gewebeschichten absorbiert wird, eine Zerstörung der epidermalen Läsionen erreicht. Einzel- 

und Mehrfachläsionen können zuverlässig auf diese Weise behandelt werden. Nachteilig sind 

Nebenwirkungen wie Schmerz, Entzündungsreaktionen und Narbenbildung (Lober & Fenske, 

2004; Stockfleth & Kerl, 2006). 

 

1.3.2 Pharmakotherapie 

 

5-Fluorouracil (5-FU). 5-FU wird zunächst durch die Thymidinphosphorylase (TP) zu FUdR 

umgesetzt und anschließend durch die Thymidinkinase 1 (TK1) zum Fluoro-Nukleosid-

Monophosphat (FdUMP) aktiviert. FdUMP hemmt die Thymidylatsynthetase und verhindert 

so die Methylierung von Deoxyuridylat zu Thymidylat – die Bereitstellung von Thymidylat 

limitiert die DNA-Synthese. Als Antimetabolit mit Strukturähnlichkeit zu den Pyrimidinbasen 

Cytosin und Thymin (DNA) beziehungsweise Uracil (RNA) wird 5-FU zudem anstatt der 
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physiologischen Nukleotide in die DNA und RNA eingebaut, diese DNA ist nicht 

funktionsfähig (Gupta et al., 2005).  

5%ige 5-FU-Salbe (Efudix®) ist für die Behandlung Aktinischer Keratosen seit vielen Jahren 

zugelassen, das Arzneimittel wird zweimal täglich über einen Zeitraum von zwei bis vier 

Wochen auf die betroffenen Hautstellen aufgetragen. Eine vollständige Beseitigung von 

Aktinischen Keratosen gelingt in etwa 50 – 75 % der Fälle und die Rezidivrate beträgt bis zu 

55 % (Levy et al., 2001; Lawrence et al., 1995; Stockfleth & Kerl, 2006). 5-FU führt häufig zu 

Hautentzündungen, Juckreiz, Schmerzen, sowie Erosionen bis hin zu Ulzerationen. Bei ca. 5 

bis 10 % der Bevölkerung besteht ein Polymorphismus und damit ein Enzymdefizit der 

Dihydropyrimidin-Dehydrogenase, wodurch es bei großflächiger topischer Anwendung von 

5-FU in seltenen Fällen zu lebensgefährlichen Komplikationen wie z.B. toxischer 

Agranulozytose kommen kann (Johnson et al., 1999). Die intermittierende, einmal 

wöchentliche Applikation von 5%iger 5-FU-Creme besserte die Verträglichkeit (Pearlman, 

1991) – geringere Ansprechraten schließen diese Therapie jedoch aus (Epstein, 1998). 

Weitere Studien erfolgten mit einer 0,5%igen 5-FU-Creme sowie einer mikropartikulären 

Zubereitung („microsponges“, CaracTM). Die Microsponges fördern das Eindringen von 5-FU 

in die läsionale Haut, die entsprechende Zubereitung wird einmal täglich über 1 – 4 Wochen 

angewandt, wobei die Effizienz mit der Behandlungsdauer steigt. Die Wirksamkeit dieser 

mikropartikulären Zubereitung sowie der 0,5%igen 5-FU-Creme ist der 5%igen Zubereitung 

nicht unterlegen, induziert aber deutlich weniger Nebenwirkungen (Jorizzo et al., 2002; 

Loven et al., 2002; Weiss et al., 2002; Jorizzo, 2004b; Jorizzo et al., 2004c). Gegenwärtig ist 

in Deutschland jedoch nur die 5%ige Zubereitung zur topischen Anwendung verfügbar.  

Die intraläsionale Anwendung von 5-FU ist lange bekannt und wird für einzelne Läsionen, 

die chirurgisch nicht entfernt werden können, als eine effektive, nebenwirkungsarme Variante 

mit guten kosmetischen Ergebnissen beschrieben (Odom & Goette, 1978; Goette & Odom, 

1980; Eubanks et al., 1982). Diese Methode eignet sich nicht für multiple oder lang 

bestehende Läsionen oder für die Behandlung eines SCC (Morse et al., 2003). 

 

Diclofenac-Hyaluronsäure. Das Arylsäurederivat Diclofenac hemmt sowohl 

Cyclooxygenase-1 (COX1) als auch COX2. Bei epithelialen Tumoren ist COX2 

überexprimiert und vermehrt gebildetes PGE2 fördert die Proliferation der entarteten Zellen, 

die Neoangiogenese des Tumors, hemmt die Apoptose und kann so das Tumorwachstum 

beschleunigen (Buckman et al., 1998; Lee et al., 2003). Allerdings gibt es auch 

Untersuchungen, die keine Beteiligung der COX2 an der Tumorentwicklung nahelegen (Vogt 
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et al., 2001). Möglicherweise wirkt Diclofenac über einen PGE2-unabhängigen Weg; z.B. 

kann durch Hemmung der COX2-Peroxidase-Aktivität der Redoxstatus der Zelle beeinflusst 

und ein gestörtes Zellwachstum verhindert werden (Higashi et al., 2000).  

Zur topischen Anwendung bei AK steht Diclofenac als 3%iges Gel mit 2,5 % Hyaluronsäure 

zur Verfügung (Solaraze®). Die Bedeutung der Hyaluronsäure in diesem Präparat ist nicht 

endgültig geklärt, sie sichert vermutlich die adäquate Bioverfügbarkeit des Wirkstoffes 

Diclofenac am Wirkort (Moore & Willoughby, 1995). Die Anwendung erfolgt zweimal 

täglich über 60 bis 90 Tage, wobei die Ansprechraten je nach Anwendungsdauer bei 60 bis   

80 % liegen (Rivers et al., 2002; Stockfleth & Kerl, 2006). Als unerwünschte Wirkungen sind 

lokale Irritationen (Pruritus, Rötung, trockene Haut) und Sensibilisierungen bekannt 

(Stockfleth & Kerl, 2006).  

 

Photodynamische Therapie. Bei der photodynamischen Therapie (PDT) zerstören 

Photosensitizer selektiv atypische Keratinozyten. Die PDT ist zur Behandlung der 

Aktinischen Keratose und oberflächlicher Basaliome zugelassen. Topisch appliziert werden  

5-Aminolävulinsäure oder Methylaminolävulinat. Die Arzneistoffe penetrieren 3 – 4 mm tief 

in die Haut, der aktive Metabolit Protoporphyrin IX akkumuliert aufgrund eines erhöhten 

Metabolismus in Tumorzellen. Bei Bestrahlung mit hochenergetischem Licht im roten 

Spektralbereich (650 – 750 nm) entstehen reaktive Sauerstoffspezies, die Kohlenstoff-

Doppelbindungen zerstören und damit den Untergang von Tumorzellen einleiten. Die 

Ansprechraten liegen bei 70 – 90 % (Pariser et al., 2008). Für die palliative Therapie des 

Plattenepithelkarzinoms im Kopf- und Halsbereich wird Temoporfin verwandt. Die PDT ist 

der Kryotherapie kosmetisch überlegen; negative Effekte der PDT sind Schmerz und erhöhte 

Photosensitivität (Jorizzo, 2004a; Rhodes et al., 2004; Stockfleth & Kerl, 2006). 

 

Imiquimod. Imiquimod ist ein spezifischer Toll-like-Rezeptor-7-Agonist, der zur Klasse der 

Immune Response Modifier (IRM) gehört. Es induziert die Synthese und Freisetzung von 

Zytokinen (IFN-alpha, IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-alpha), die die zelluläre Immunantwort 

steigern (Makrophagen, zytotoxische T-Lymphozyten) und dadurch antivirale und 

antitumorale Eigenschaften besitzen (Gupta et al., 2005). Zweimal wöchentlich über 16 

Wochen angewendet, reduzierte eine 5%ige Imiquimod-Creme bei 50% der Patienten AK-

Läsionen zu 83% (Lebwohl et al., 2004). Unerwünschte Effekte der Imiquimod-Therapie 

(„off-label-use“) sind u.a. Rötungen, Juckreiz, Schmerzen, sowie systemische 
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Nebenwirkungen wie Gelenk-, Muskel-, Kopfschmerzen und selten Fieber (Stockfleth & Kerl, 

2006). 

 

Retinoide. Retinoide sind natürliche Vitamin-A-Derivate und werden „off label“ zur Therapie 

der Aktinischen Keratose eingesetzt, Retinaldehyd wirkt antioxidativ. Nebenwirkungen der 

topischen Retinoidanwendung sind gesteigerte Sonnenempfindlichkeit, Erytheme, Juckreiz 

und Schmerz (Stockfleth & Kerl, 2006). 

 

1.3.3 Kombinationstherapien 

 

Die Prognose für Plattenepithelkarzinome ist nach wie vor schlecht. SCCs sind nicht immer 

operabel und besitzen – wie beschrieben – eine unterschiedliche Metastasierungpotenz. 

Strahlen- und Chemotherapie werden deshalb kombiniert und neoadjuvant oder adjuvant zu 

einer Tumorresektion eingesetzt. Die neoadjuvante Radiochemoherapie gilt als aggressiver, 

nebenwirkungsreicher und belastender für den Patienten, führt aber zu einer höheren 

Überlebenswahrscheinlichkeit als das konventionelle Vorgehen mit postoperativer 

Bestrahlung (Garden et al., 2004; Keßler et al., 2007). Radiotherapie in Kombination mit     

5-FU und Mitomycin C oder 5-FU und Cisplatin ist der alleinigen Radiotherapie überlegen 

(Fietkau et al., 1991; Budach et al., 2003; Ernst-Stecken et al., 2004). Des Weiteren gibt es 

Therapieschemata, die initial eine Gabe von Cisplatin in Kombination mit Epirubicin und 

Paclitaxel (CEP) vorsehen, gefolgt von einer Strahlentherapie und wöchentlicher 

Paclitaxelgabe (Fountzilas et al., 2005). Bei metastasierenden Plattenepithelkarzinomen wird 

eine Interferon-alpha-Therapie, gegebenenfalls in Kombination mit Retinoiden versucht 

(Garbe, 2005).  

 

1.4 Kolorektal-, Mamma-, Zervix- und Blasenkarzinom  

 

Kolorektalkarzinom. Darmkrebs ist in Deutschland mit einer 6%igen Erkrankungsrate die 

zweithäufigste Krebserkrankung, wobei kolorektale Karzinome mehr als 95 % der 

Darmtumoren ausmachen und eine starke Metastasierungstendenz aufweisen (Wiesinger, 

1999). Kolorektalkarzinome entstehen fast immer aus anfangs gutartigen Darmpolypen 

(Schleimhautgeschwülsten), die keine Symptome verursachen. Im späteren Verlauf kann es 

zu Blutungen, Einengungen des Darmlumens, Darmverschluss und Perforation der Darmwand 
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sowie zu Lymphknoten-, Leber- und Lungenmetastasierungen kommen. Neben der operativen 

Resektion als Mittel der Wahl werden im Stadium III (Dukes C) neoadjuvant verschiedene 

Kombinationen von Folinsäure, 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin und Capecitabin (5-FU-

Prodrug) eingesetzt, des Weiteren werden die monoklonalen Antikörper Bevacizumab (gegen 

VEGF), Cetuximab und Panitumumab (beide gegen EGFR) in die Therapie eingebunden 

(Wiesinger, 1999; Fietkau & Klautke, 2005). 

 

Mammakarzinom. Das Mammakarzinom zählt zu den Tumoren mit der stärksten 

Metastasierungstendenz (Knochen, Lunge, Leber) und ist für ca. 25 % aller 

Malignomneuerkrankungen bei Frauen verantwortlich, wobei etwa 5 % durch Mutationen in 

den Breast-Cancer-Genen BRCA1 und BRCA2 erblich bedingt sind (Antoniou et al., 2003). 

Mammakarzinome können hormonabhängig wachsen, wobei Estrogen als promoting-factor 

wirkt (Bastert, 1990). Neben der operativen Resektion als Mittel der Wahl werden 

verschiedene Zytostatikakombinationen aus Cyclophosphamid, Epirubicin, 5-Fluorouracil, 

Methotrexat und Taxanen angewandt. Bei hormonsensitiven Karzinomen kann zusätzlich die 

Estrogen bedingte Tumorprogression durch Estrogenrezeptorantagonisten wie Tamoxifen 

oder monoklonale Antikörper wie Trastuzumab (gegen den HER2/neu-Wachstumsfaktor 

gerichtet) gehemmt werden. Aromatasehemmer wie Anastrozol blockieren direkt die 

Estrogensynthese (Bastert, 1990; Kreienberg et al., 2004). 

 

Zervixkarzinom. Das Zervixkarzinom ist der zweithäufigste bösartige Tumor bei Frauen. 

Die Mehrheit aller invasiven Zervixkarzinome sind Plattenepithelkarzinome (80 %), gefolgt 

von Adenokarzinomen (5 – 15 %). In 70 % der Zervixkarzinome können die humanen 

Papilloma Viren (HPV) Typ 16 und 18 nachgewiesen werden (Kainz et al., 1995; Beckmann 

et al., 2007/2008). Derzeit sind drei HPV-Impfstoffe zugelassen – Gardasil® und Silgard® 

gegen die HPV-Typen 6, 11, 16 und 18 (tetravalent) sowie Cervarix® gegen die HPV-Typen 

16 und 18 (bivalent). Adjuvant zur Operation werden Cisplatin, Carboplatin, Ifosfamid und 

Topotecan, gegebenenfalls auch in Kombination mit Anthrazyklinen, Mitomycin, Bleomycin 

oder Taxanen eingesetzt (Pfleiderer, 1998; Beckmann et al., 2007/2008). 

 

Blasenkarzinom. Das Blasenkarzinom ist die fünfthäufigste bösartige Tumorerkrankung, die 

meist von den Papillomen der Harnblasenschleimhaut ausgeht und auch durch chronische 

Harnblasenentzündungen und -infektionen ausgelöst werden kann, welche vornehmlich 

Plattenepithelkarzinome bedingen – die im Rahmen der Entzündungsreaktion entstehenden 
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Nitrosamine begünstigen die Pathogenese (Huland & Friedrich, 2006; Manski, 2008). Neben 

einer vollständigen Entfernung der Harnblase und der umliegenden Lymphknoten 

(Zystektomie), werden Strahlentherapie und hochdosierte Polychemotherapie mit 

Methotrexat, Vinblastin, Cisplatin und Adriamycin bzw. Epirubicin angewandt, allerdings 

weisen Blasenkarzinome eine hohe Rezidivrate auf (Huland & Friedrich, 2006; Manski, 

2008). 

 

1.5 DNA Polymerase alpha  

1.5.1 DNA Polylmerasen 

 

Die zelluläre DNA-Synthese wird durch DNA-Polymerasen (Pol) katalysiert. Seit der 

Entdeckung der DNA-Polymerase durch A. Kornberg 1957 sind eine stetig wachsende Zahl 

an strukturell und funktional unterschiedlichen Isoformen beschrieben worden (Kornberg, 

1988; Patel & Loeb, 2001; Hübscher et al., 2002). Diese sind in eukaryotischen Zellen für die 

DNA-Synthese, d.h. für die Replikation, die Reparatur und die Rekombination verantwortlich. 

DNA-Polymerasen haben zusätzlich regulatorische Funktionen wie die Überwachung und 

gegebenenfalls das Anhalten des Zellzyklus und der DNA-Synthese, so dass registrierte 

DNA-Schäden erst repariert werden können, bevor der Zellzyklus fortschreitet (Wang, 1991). 

In den letzten Jahren wurden insgesamt 19 Polymerasen identifiziert – unter anderem die 

Polymerasen alpha (α), beta (β), gamma (γ), delta (δ), epsilon (ε), zeta (ζ), eta (η), theta (θ) 

und iota (ι) (Hübscher et al., 2000; Hübscher et al., 2002). Anhand von Sequenzhomologien 

wurden die bisher identifizierten, prokaryotischen, eukaryotischen und viralen DNA-

Polymerasen in sieben Familien unterteilt: A, B, C, D, X, Y und Reverse Transkriptasen (Tab. 

1-1), wobei den Polymerasen innerhalb dieser Hauptgruppen unterschiedliche 

Aufgabenbereiche zugeordnet werden können. DNA-Polymerasen der Familie B, C und D 

scheinen an der Replikation chromosomaler DNA beteiligt zu sein, während DNA-

Polymerasen der Familie A die Replikation mitochondrialer DNA katalysieren. Mitglieder der 

Familie Y zeichnen sich dadurch aus, dass sie DNA-Schäden im Templatstrang umgehen 

können und so ein Abbruch der DNA-Synthese verhindern (Filée et al., 2002). Die 

eukaryotischen DNA-Polymerasen α, β, γ, δ und ε sind besonders gut untersucht, wobei Pol α, 

β, δ und ε im Kern vorkommen, Pol γ katalysiert in den Mitochondrien die Replikation 

mitochondrialer DNA. Pol α, δ und ε sind replikative Enzyme (Gruppe B), während Pol β 

(Gruppe X) ein reines Reparaturenzym ist (Hübscher et al., 2002). Die prokaryotische 
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Polymerase RB69 gehört zu den alpha-ähnlichen Polymerasen (Patel & Loeb, 2001) und war 

Grundlage der Entwicklung eines 3-D-Modells des aktiven Zentrums der Pol α (Richartz et 

al., 2008). 

 
Tab 1-1: Einteilung der prokaryotischen, eukaryotischen und viralen DNA-Polymerasen (modifiziert nach Patel 

& Loeb, 2001; Fillée et al., 2002; Hübscher et al., 2002) 

 

Familie Prokaryota Eukaryota Viren 

A Pol I Pol γ T3, T5, T7 Pol 

B Pol II Pol α, δ, ε, ζ Adenovirus, HSV, RB69, T4, T6 Pol 

C Pol III   

D    

X  Pol β, θ  

Y Pol IV, V Pol η, ι  

Reverse Transkriptase  Telomerase Reverse Transkriptase 

 

 

1.5.2 DNA Polymerase alpha und Pol-α-Primase-Komplex 

 

Der Pol-α-Primase-Komplex ist ein heterotetrameres Enzym. Die Untereinheiten p180 und 

p70 bilden die eigentliche Polymerase α, die Untereinheiten p58 und p49 tragen die Primase-

Aktivität (Copeland & Wang, 1991; Wang, 1991). Nur die Primase-Untereinheit p49 ist zur 

DNA-Synthese de novo fähig, erlangt aber erst im Komplex mit der p58-Untereinheit ihre 

volle Aktivität. Die katalytische Untereinheit der Pol α (p180) wird posttranslational 

glycosyliert und in Abhängigkeit vom Zellzyklus phosphoryliert (s. 1.5.3; Nasheuer et al., 

1991). p180 besitzt drei separate Domänen:  

- eine N-terminale Domäne (Aminosäure 1–329) 

- eine zentrale Domäne (Aminosäuren 330–1279), die alle hoch konservierten Regionen 

(s.u.), die für das Binden der DNA, der Nukleotide und die Phosphatabspaltung 

verantwortlich sind, enthält 

- eine C-terminale Domäne (Aminosäuren 1235–1465), die offenbar für die 

Interaktionen mit den anderen Untereinheiten wichtig ist (Hübscher et al., 2002). 

Die Struktur der Polymerasen wird häufig mit der Finger- (finger), Daumen- (thumb) und 

Handflächenregion (palm) einer rechten menschlichen Hand verglichen (Abb. 1-5; Albà, 
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2001; Patel & Loeb, 2001). Vergleicht man die alpha-ähnlichen Polymerasen, so kann die 

virale Pol RB69 ein geeignetes Strukturmodell für andere Polymerasen der B-Familie liefern 

(Abb. 1-5; Franklin et al., 2001). Für die katalytische Aktivität des Enzyms ist der Wechsel 

von der “offenen“ in die „geschlossene“ Form wichtig. In der „offenen“ Form ist die 

Fingerregion 60° von der Handflächenregion wegrotiert. In der „geschlossenen“ Form bilden 

ein Arginin- und zwei Lysinreste Wasserstoffbrückenbindungen mit den Phosphatgruppen des 

Substrats – einem Deoxynukleosidtriphosphat. Der Einbau des Substrats in die DNA unter 

Abspaltung eines Pyrophosphatrestes wird durch einen Mechanismus katalysiert, an dem zwei 

zweiwertige Metallionen (Ca2+ oder Mg2+) und zwei Aspartatreste (Asp 1002 und 1004) 

beteiligt sind (Copeland & Wang, 1993; Richartz et al., 2008). Es gibt zwar noch kein 

komplettes 3D-Modell der humanen Pol-α, doch wurde die 3-dimensionale Struktur für den 

aktiven Bereich des Enzyms (Aminosäuren 836 – 1102) inklusive der Finger-, Daumen- und 

Handflächenregion mittels Molecular Modelling konstruiert (Richartz et al., 2008). 

 

 

 

 

 
Abb. 1-5: Finger-, Handflächen- und 

Daumenregion (finger, palm, thumb) der RB69 

Polymerase, einer alpha-ähnlichen Polymerase 

der B-Familie; dargestellt im trimeren Komplex 

mit dem Primer/Template und dTTP (Franklin et 

al., 2001). 

 

 

1.5.3 Zellzyklus und Apoptose 

 

Der Zellzyklus umfasst die grundlegenden Prozesse von Wachstum und Vermehrung einer 

Zelle, in denen die Verdopplung der DNA und die Weitergabe der genetischen Information an 

zwei identische Tochterzellen stattfinden. Die DNA-Synthese erfolgt in der S-Phase 

(Synthese), die Aufteilung der DNA in der M-Phase, welche aus Mitose (Aufteilung der 

Chromosomen) und Cytokinese (Teilung der Zelle) besteht. Zwischen M- und S-Phase liegt 

die G1-Phase (gap 1), in der Zellwachstum und Proteinsynthese stattfindet. Nach der S-Phase 

folgt die G2-Phase (gap 2), in welcher die erfolgreiche DNA-Replikation sichergestellt wird. 
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Die G1-, S- und G2-Phase werden zusammen als Interphase bezeichnet. Ruhende Zellen 

gehen von der G1- in die G0-Phase über, können aber durch Wachstumsfaktoren in den 

Zellzyklus zurückkehren. Der Zellzyklus unterliegt einer komplexen Regulation, für welche 

vor allem Cycline, Cyclin-abhängige Proteinkinasen (CDK) und diese Kinasen inhibierende 

Proteine (INK) verantwortlich sind (Abb. 1-6). Wichtige Kontrollpunkte befinden sich vor 

Beginn der S-Phase (G1/S-Checkpoint) und unmittelbar vor bzw. nach der M-Phase (G2/M- 

bzw. M/G1-Checkpoint, Johnson & Walker, 1999). An diesen Restriktionspunkten kann der 

Zellzyklus angehalten werden, wenn es im vorangegangenen Ablauf zu Störungen gekommen 

ist sowie Reparaturvorgänge oder der „programmierte Zelltod“ – die Apoptose – eingeleitet 

werden (Löffler & Montenarh, 2003). Dysregulationen im Zellzyklus, Inaktivierung von p53 

durch Genmutation oder Überexpression von Zellzyklus stimulierenden oder 

antiapoptotischen Faktoren sind für die Entstehung von malignen Tumoren von zentraler 

Bedeutung (Evan et al., 1992; Adams & Kaelin, 1996; Cory et al., 1999; Scully et al., 2000; 

Raybaud et al., 2003). Es wurde zudem gezeigt, dass die Telomerase – eine reverse 

Transkriptase, die die Telomeren (Chromosomenendstücke) synthetisiert – in neoplastisch 

veränderten Keratinozyten hochreguliert ist und so die SCC-Bildung vorantreibt (Parkinson et 

al., 1997). 

 

 

 
Abb. 1-6: Regulation des Zellzyklus durch Cycline und CDKs sowie ihre Inhibitoren (nach Daniel, 2003). 

(CDc = CDK1; CDK = cyclin dependent kinase; G = growth; INK = inhibitor of cyclin dependent kinase; KIP = 

kinase inhibitor protein; M = mitosis; p = protein, P = phosphate group, Rb = retinoblastoma (protein), S = 

synthesis) 
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1.5.4 DNA Replikation durch die Pol α 

 

Die Aktivität des Pol-α-Primase-Komplexes wird durch einen Zellzyklus-abhängigen 

Phosphorylierungsgrad reguliert. Eine Kinase hyperphosphoryliert die katalytische p180-

Einheit in der G2/M-Phase, wodurch die Affinität zur Einzelstrang-DNA abnimmt (Nasheuer 

et al., 1991). Nach Entdrillen und Spaltung der DNA-Stränge durch eine Topoisomerase und 

die Helikase synthetisiert der Pol-α-Primase-Komplex in der Replikationsgabel einen kurzen 

RNA-DNA-Primer am Leitstrang und Primer für die Okazaki-Stücke am Folgestrang. Nach 

Verlängerung dieser Primer um 30 – 40 bp zur iDNA (initiator DNA) durch den Pol-α-

Primase-Komplex wird dieser abgespalten. Anschließend synthetisiert die Pol δ 5’→ 3’-

gerichtet (dis-)kontinuierlich die DNA des Leitstrangs (der Okazaki-Stücke), die RNase H 

entfernt die Primer, Pol δ synthetisiert die fehlenden DNA-Stücke und eine Ligase verbindet 

die Okazaki-Fragmente (Hübscher et al., 2000; Loeffler & Montenarh, 2003). 

 

1.6 Hemmstoffe der DNA Polymerase alpha 

1.6.1 Nicht-nukleosidische Hemmstoffe 

 

Aphidicolin. Aphidicolin (Abb. 1-7) ist ein tetrazyklisches Diterpen, das u.a. aus dem Pilz 

Cephalosporium aphidicola isoliert werden kann (Bucknall et al., 1973). Es hemmt reversibel 

die Replikation der DNA, indem es die DNA-Polymerase α blockiert. Ein kompetitiver 

Antagonismus zu dCTP (Deoxycytidin-Triphosphat) und ein nicht-kompetitiver 

Antagonismus zu den anderen drei Deoxynukleosid-Triphosphaten (dNTP) – vor allem für 

dTTP (Deoxythymidin-Triphosphat) – werden postuliert (Oguro et al., 1979). Molecular 

Modelling Studien lassen vermuten, dass Aphidicolin direkt das aktive Zentrum der Pol α 

blockieren kann, favorisieren aber einen nicht-kompetitiven Mechanismus (Richartz et al., 

2008). Strukturell sind dabei die 3-OH- und die 18-OH-Gruppe essentiell (Michaelis et al., 

2000). Durch diese Replikationsblockade verbleiben die Zellen am G1/S-Phase-Übergang; 

dadurch kann eine Synchronisation der Zellen in der Zellkultur erfolgen (Pedrali-Noy et al., 

1980). Aphidicolin hemmt zudem Pol δ und ε, wohingegen Pol β und γ auch von sehr hohen 

Aphidicolin-Dosen nicht gehemmt werden (Oguro et al., 1979). 
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Abb. 1-7: Strukturformel von Aphidicolin (Michaelis et al., 2000) 

 

Aphidicolin selbst hat keinen Eingang in die antitumorale Therapie gefunden. Wasserlösliche 

Glycinsäure-Derivat blockierten lediglich das Tumorwachstum, führten jedoch nicht zur 

Remission (Sessa et al., 1991). Dies wird auf eine rasche Biotransformation zu einem 

unwirksamen Metaboliten – vor allem über CYP2C11 – zurückgeführt (Edelson et al., 1990). 

Kombinationen von Aphidicolin mit Cisplatin, Vincristin oder Doxorubicin wirken 

synergistisch und erscheinen vielversprechender als die systemische Gabe von 

Aphidicolinglycinat-γ-Cyclodextrin-Komplexen, wodurch die Dosis zwar gesenkt, jedoch 

keine Tumorremission erreicht wird (Sessa et al., 1991; Michaelis et al., 2000; Michaelis et 

al., 2005).  

 

Weitere Polymerasehemmer. Weitere Möglichkeiten der nicht-nukleosidischen Pol-α-

Hemmung ergeben sich aus dem Screening von Naturstoffen. Dehydroaltenusin, ein sehr 

selektiver Pol-α-Hemmer aus dem Pilz Alternaria tennuis, führte bei tumortragenden 

Nacktmäusen zu einer deutlichen Tumorsuppression. (Maeda et al., 2007b). Eine Pol-α-

Hemmung konnte auch für verschiedene Vitamine wie A, B6, D2 und D3 nachgewiesen 

werden (Murakami et al., 2002; Mizushina et al., 2003a; Mizushina et al., 2003b). Auch 

Glykolipide – v.a. Diacylglycerole – aus Spinat, sowie Fettsäure-konjugierte (Epi-)Catechin-

Derivate aus grünem Tee können die Pol α hemmen und z.T. antiangiogenetisch wirken 

(Kuriyama et al., 2005; Maeda et al., 2007a; Matsubara et al., 2006; Matsubara et al., 2007). 

Auch für Taxol-Derivate liess sich eine Pol-α-Hemmung ermitteln (Mizushina et al., 1996; 

Mizushina et al., 2002; Oshige et al., 2004). 
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1.6.2 Nukleosid- und Nukleotid-Analoga 

 
Nukleosid- und Nukleotid-Analoga unterscheiden sich von den natürlichen Nukleosiden bzw. 

Nukleotiden (Nukleosid-Monophosphaten) durch eine veränderte Pyrimidin- bzw. Purin-Base 

oder Zuckerkomponente (Ribose, Deoxyribose). Nukleosid- und Nukleotid-Analoga wirken 

als Antimetaboliten, da sie als falsches Nukleotid die Polymerase inaktivieren (sog. Suizid-

Inhibitoren) und/oder als Triphosphat durch Einbau in die DNA zum Strangabbruch führen. 

Die Anheftung weiterer Nukleotide ist aufgrund einer fehlenden 3’-OH-Funktion nicht 

möglich (sog. chain terminators). Einige Analoga hemmen Schlüsselenzyme (z.B. die 

Thymidilatsynthase) für die Synthese von DNA- oder RNA-Basen (van Rompay et al., 2003). 

 

Purin-Analoga. Aciclovir ist ein Guanosin-analoges Virustatikum, das vor allem durch virale 

Kinasen aktiviert und bei Herpes-simplex-Virusinfektionen eingesetzt wird. Ganciclovir, 

welches ausschließlich durch humane Nukleosidkinasen aktiviert wird, hemmt in seiner 

aktiven Triphosphatform besonders effizient virale Polymerasen und wird vor allem bei 

Cytomegalievirus-Infektionen eingesetzt. Das Phosphonat-Derivat Adefovir stellt ein 

Adenosin-Monophosphat-Analogon dar, wodurch der erste geschwindigkeitsbestimmende 

Aktivierungsschritt entfällt (Spadari et al., 1998). Intrazellulär wird Adefovir-Diphosphat 

gebildet, welches als Suizid-Inhibitor die Reverse Transkriptase des Hepatitis-B-Virus hemmt 

und als chain terminator wirkt (Qaqish et al., 2003). Tenofovir ist strukturell mit Adefovir 

verwandt und wird als reverser Transkriptase-Inhibitor bei HIV-Infektionen eingesetzt 

(Azanza et al., 2008). 

 

Pyrimidin-Analoga. Capecitabin ist ein Prodrug des bereits beschriebenen 5-FU, es ist besser 

verträglich und wird als Zytostatikum (z.B. bei Dickdarmkrebs) eingesetzt. Zalcitabin ist ein 

Cytidin-Analogon und potenter und selektiver antiviraler Wirkstoff aus der Gruppe der 

Reverse-Transkriptase-Inhibitoren zur Behandlung von HIV-Infektionen. Cidofovir ist wie 

Adefovir ein Phosphonat und stellt ein Cytosin-Monophosphat-Analogon dar. Es wird bei 

AIDS-Patienten mit Cytomegalievirus-Infektionen eingesetzt. 

 

Aktivierung. Voraussetzung für die antivirale bzw. antitumorale Wirksamkeit 

nukleosidischer Pol-α-Hemmer ist die schrittweise Aktivierung zu Triphosphaten (Abb. 1-8). 

Die Synthese des Nukleosid-Monophosphats ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt 

(Spadari et al., 1998), er wird von folgenden Deoxyribonukleosidkinasen (dNK) katalysiert: 

im Zytoplasma von der Thymidinkinase 1 (TK1) und Deoxycytidinkinase (dCK), in den 
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Mitochondrien von der Thymidinkinase 2 (TK2) und Deoxyguanosinkinase (dGK) (Lee & 

Cheng, 1976a; Lee & Cheng, 1976b; Eriksson et al., 2002). Eine unterschiedliche 

Enzymausstattung gesunder und viraler bzw. tumoraler Zellen ermöglicht ein gewisses 

Targeting. TK1 besitzt eingeschränkte Substratspezifität, da sie nur Deoxythymidin (dT) und 

Deoxyuridin (dU) phosphoryliert. Das Produkt dTTP fungiert als feedback Inhibitor. dCK 

phosphoryliert sowohl Pyrimidin- als auch Purin-Derivate, vor allem Deoxycytidin (dC), 

Deoxyadenin (dA) und Deoxyguanosin (dG) (Eriksson et al., 2002). TK2 katalysiert die 

Monophosphorylierung von Thymidin, kann aber auch andere Pyrimidinbasen (dU, dC) 

aktivieren (Eriksson et al., 2002). Ein genetisch bedingter Funktionsverlust der TK2 in 

Muskelzellen führt zu funktionsarmen Mitochondrien und damit zu Myopathie (Saada et al., 

2001). dGK ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert und phosphoryliert ausschließlich 

Purinnukleoside – dATP und dGTP sind feedback Inhibitoren. dGK gelangt in apoptotischen 

Zellen sehr effizient ins Zytoplasma, wahrscheinlich um verstärkt Apoptosefaktoren wie 

dATP zu bilden (Jüllig & Eriksson, 2000; Jüllig & Eriksson, 2001). dCK, TK2 und dGK 

werden im Gegensatz zur TK1 während des gesamten Zellzyklus exprimiert. TK1 wird vor 

allem in der S-Phase hochreguliert und ist in der G1- und M-Phase fast nicht aktiv. Es gibt 

Hinweise auf eine defekte TK1-Expression in Krebszellen (Sherley & Kelly, 1988; Chang et 

al., 1995; Eriksson et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 1-8: Intrazelluläre Aktivierung von 

Nukleosid-Analoga (NA) und 

pharmakologischer Effekt. Die NAs werden 

durch die Zellmembran transportiert und von 

humanen zellulären oder viralen Kinasen zu 

ihrer aktiv wirksamen Triphosphatform 

umgesetzt (aus van Rompay et al., 2003). 
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Eine Kombinationstherapie mit zwei Nukleosid-Analoga ist sinnvoll, wenn diese von 

verschiedenen dNK aktiviert werden, z.B. TK1 und dCK, andernfalls konkurrieren zwei 

Substrate um die gleiche geschwindigkeitsbestimmende Reaktion.  

Die Phosphorylierung zum Di- respektive Triphosphat erfolgt durch nukleotidspezifische 

Monophosphatkinasen (NMK) bzw. unspezifische Nukleotiddiphosphatkinasen (NDK).  

 

Ein- und Auswärtstransporter, Resistenzbildung. Damit die meist hydrophilen Nukleosid-

Analoga intrazellulär wirksam werden können, müssen sie mit Hilfe bestimmter Transporter 

die Zellmembran überwinden. Im Menschen sind die „human equilibrative nucleoside 

transporters“ 1 und 2 (hENT-1, hENT-2) für den Transport von Purin- und 

Pyrimidinnukleosiden verantwortlich (Mackey et al., 1998; Kong et al., 2004; Jordheim & 

Dumontet, 2007). In Cytarabin-resistenten Zellen wurde neben abgeschwächter dCK-

Expression ein verringertes hENT-1-Proteinlevel festgestellt (Sarkar et al., 2005). Weitere 

Faktoren der Resistenzbildung (Abb. 1-9) gegen Nukleosid-Analoga sind Effluxpumpen, die 

„multi drug resistance proteins“ (MRPs). MRPs gehören zur Subfamilie C der ABC-

Transporter (ATP-binding-cassette), welche Energie-(ATP)-abhängig den Auswärtstransport 

organischer Anionen vermitteln. Es wird vermutet, dass sie die Zelle vor Überstimulation 

schützen, da sie bei hohen intrazellulären Konzentrationen von zyklischen Nukleotiden 

besonders effektiv arbeiten. MRP4 und MRP5 transportieren wichtige second messenger wie 

cGMP (Borst & Elferink, 2002) und Nukleosid- und Nukleotidanaloga sowie deren 

Monophosphate aus der Zelle (Wijnholds et al., 2000; Wielinga et al., 2002; Reid et al., 2003; 

Wielinga et al., 2003). Eine Resistenz gegen Adefovir wird mit einer Überexpression von 

MRP4 und MRP5 in Verbindung gebracht (Jordheim & Dumontet, 2007). 

Lungenkarzinomzellen konnten durch eine Verringerung der MRP5-Expression gegenüber 

Gemcitabin sensitiviert werden (Oguri et al., 2006). 

Weitere Resistenzmechanismen sind zum Beispiel die ‚Downregulation’ aktivierender 

Enzyme (dNKs), ‚Upregulation’ abbauender Enzyme (z.B. 5’-Nukleotidase oder Deaminase) 

oder vermehrte Produktion natürlicher Nukleoside durch eine überexprimierte Ribonukleotid-

Reduktase (RNR; Galmarini et al., 2004; Jordheim et al., 2005; Jordheim & Dumontet, 

2007). 
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Abb. 1-9: Wirkmechanismus von Nukleosid-Analoga und drei große Resistenzgruppen: 1) verringerte 

Aufnahme, verstärkter Auswärtstransport, verstärkter Metabolismus; 2) Veränderung der intrazellulären Targets; 

3) verminderte Apoptoseinduktion; dNA: Deoxyribonukleoside; NT: Nukleosidtransporter; EP: Effluxpumpe; 

DA: Deaminase; 5’-NT: 5’-Nukleotidase; dNK: Deoxynukleosidkinase; DNA pol: DNA Polymerase;                 

P: Phosphatgruppe; RNR: Ribonukleotid-Reduktase (aus Jordheim & Dumontet, 2007). 

 

1.7 Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

 

Eine intensivierte UV-Exposition hat in den letzten Jahren zu einer erhöhten Inzidenz von 

Hautkrebs und Aktinischer Keratose geführt. Da die bisherigen Therapieoptionen für den 

hellen Hautkrebs bezüglich Heilungsrate und/oder Verträglichkeit nicht zufriedenstellend sind 

(Jorizzo, 2004a; Jorizzo et al., 2004d; Stockfleth & Kerl, 2006), sollte ein neuer 

therapeutischer Ansatz – die Interferenz mit der DNA-Synthese untersucht werden. Die        

3-dimensionale Struktur des aktiven Bereichs der humanen Pol α konnte bereits mittels 

Molecular Modelling konstruiert und eine Reihe bekannter Pol-α-Inhibitoren in das aktive 

Zentrum gedockt werden (Richartz et al., 2008). Besonderes interessant sind die therapeutisch 

noch nicht verwendeten N2-arylsubstituierten Purinanaloga. Diese sind potente Pol-α-

Inhibitoren – die Einführung eines Zuckerrestes und Phosphorylierung steigerte die 

Wirksamkeit in vitro noch (Wright et al., 1987; Khan et al., 1991). Gemäß den Molecular-

Modelling-Berechnungen der HHU wurden von der FU Chemie die nukleosidische bzw. 

nukleotidische Verbindungen BuP-OH, HM-1, HM-1-Oxim, isoHex-OH, OxBu, OxIsohex, 

OxHex sowie die Diethylester OxBu-DE und OxHex-DE synthetisiert. Letztere könnten 

aufgrund ihrer erhöhten Lipophilie attraktiv für die topische Therapie sein. Diese Substanzen 

sollten im Rahmen meiner Arbeit in vitro pharmakologisch gescreent und die als Arzneistoff 

am besten geeignete Substanz identifiziert werden. Dabei sollten auch die Voraussagen des 

Molecular Modelling überprüft und mit den pharmakologischen Daten korreliert werden. Die 
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beste Substanz sollte moderat lipophil (logP 1 – 3) sein, ein Molekulargewicht unter 500 

g/mol aufweisen und idealerweise den derzeitigen Standard der topischen Therapie – 5-FU – 

in seiner Wirkung übertreffen. Tumorzellen sollten möglichst selektiv angegriffen werden, 

um die unerwünschten Wirkungen auf die gesunde Haut zu minimieren. Als 

Referenzsubstanzen wurden 5-FU sowie Aphidicolin als zytotoxischer Goldstandard gewählt. 

Da in vorangegangenen Untersuchungen bereits die ersten gemodellte Substanzen 

synthetisiert und pharmakologisch gescreent wurden, wurden auch HM-1 und die bisher 

wirksamste Substanz – BuP-OH – untersucht (Richartz, 2007). Foscarnet – ein Pyrophosphat-

Analogon und Hemmstoff der viralen DNA-Polymerase – diente als Negativkontrolle.  

Zielzellen waren zunächst drei Typen von Keratinozyten, die den Übergang von gesundem 

über immortalisiertes, nicht-tumorigenes bis hin zu Tumorgewebe darstellen, d.h. primäre 

Keratinozyten, die spontan transformierte Keratinozyten-Zelllinie HaCaT und SCC25 Zellen, 

die aus einem Plattenepithelkarzinom der Zunge gewonnen wurden. Ferner wurden humane 

Fibroblasten untersucht, da eine Schädigung dieser Zellen auf Nebenwirkungen am Korium 

bei topischer Therapie hinweist. 5-FU ist bei einer Vielzahl solider Tumoren indiziert. Daher 

wurden weitere Krebszelllinien wie HT29 (Kolorektalkarzinomzellen), MCF7 

(Mammakarzinomzellen), T24 (Blasenkarzinomzellen) und SISO (Adenozervix-

karzinomzellen) einbezogen. Zur Messung der Zytotoxizität sollten die Viabilität untersucht 

und gegebenenfalls eine Zellzyklus-Analyse durchgeführt werden.  

Des Weiteren sollte eine analytische Detektionsmethode (HPLC) für die besten Substanzen 

und deren voraussichtliche Metaboliten entwickelt werden, mit der eine Quantifizierung und 

eine Untersuchung der chemischen Stabilität möglich ist. Auf Basis dieser Analytik sollen 

später pharmakokinetische Untersuchungen in Monolayer-Kulturen und an 3D-Hautmodellen 

sowie die Quantifizierung der applizierten Dosen in toxikologischen Untersuchungen möglich 

sein. Die Entwicklung dieser Methoden kann auf bereits veröffentlichte Verfahren zur 

Analytik von Pyrimidin- und Purin-Derivaten sowie von Purinnukleosid-Phosphonaten wie 

Adefovir oder Tenofovir aufbauen (Decosterd et al., 1999; Rezk et al., 2005; Vávrová et al., 

2007).  

Insgesamt lassen sich also zwei Schwerpunkte für die vorliegende Arbeit formulieren:  

1) pharmakologisches Screening der Substanzen aus dem Molecular Modelling 

- an gesunden und krankhaften Hautzellen 

- an weiteren Tumorzelllinien  

2) Entwicklung einer (validen) Analytik für die Detektion der Muttersubstanzen und 

deren Metaboliten 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

 

Durchflusszytometer FACS-Calibur     Becton & Dickinson, Heidelberg  

Software CellQuest 

Software WinMDI  

Filtrationseinheit Millipore®      
Millipore-Waters, Eschborn  

Fluostar Optima       BMG Labtech, Offenburg 

HPLC-Anlage Merck Hitachi    Merck Hitachi, Tokio, Japan 

Autosampler AS-2000A 

Interface D-6000 

Pumpe L-6200 (3-Wege) 

UV-Detektor L-4000A 

HSM Software D-7000 

Neubauer-Zählkammer (0,0025 mm²/0,1 mm)   Carl-Zeiss, Jena 

Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 135    Carl-Zeiss, Jena 

Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 40   Carl-Zeiss, Jena 

pH-Meter 766 Calimatic      Knick, Nürnberg 

Speed Vac Plus 110A      Savant Instruments Inc.  

        Farmingdale NY, USA 

Spektralphotometer Gene-Ray    Biometra, Göttingen 

Sterilarbeitsbank LaminAir®      Heraeus, Hanau 

Szintillationszähler 1450 MicrobetaTM Plus   Wallac, Freiburg 

Vac Elut 20 System      Varian Inc., Lake Forest, CA, USA 

 

2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien  

 

Acetonitril, LiChrosolv®, gradient grade    VWR Merck, Darmstadt 

Adefovir Gilead Sciences, München 

Aphidicolin  Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Boviner Hypophysenextrakt (BPE)     Cell Systems, St. Katharinen 
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BuP-OH        Freie Universität Berlin 

Capecitabin        Roche Diagnostics, Mannheim 

Dimethylsulfoxid (DMSO)      VWR, Darmstadt 

Dimethylthiazoldiphenyltetrazoliumbromid  (MTT)  Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)   Sigma, Taufkirchen 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium/ Nutrition   Sigma, Taufkirchen 

Mixture F12 Ham 

FACS Clean        Becton & Dickinson, Heidelberg 

FACS Flow        Becton & Dickinson, Heidelberg 

FACS Rinse        Becton & Dickinson, Heidelberg 

Fetales Kälberserum (FKS)      Biochrom, Berlin  

Fibroblasten-Wachstumsfaktor, human (hFGF-basic) Biochrom, Berlin 

5-Fluorouracil (5-FU)      Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Gentamicin (969 U/mg)     PanBiotech, Aidenbach 

L-Glutamin        Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

HAM’s F-12 Medium      Biochrom, Berlin 

HM-1         Freie Universität Berlin 

HM-1-Oxim       Freie Universität Berlin 

HPLC-Zubehör:      Merck, Darmstadt 

Säulen: LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 µm) 

  LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR RP-18 (5 µm) 

  CC250/4 Nucleodur C18 Gravity (5 µm) 

Vorsäulen: LiChroCART 4-4  

  CC 8/4 Nucleodur C18 Gravity (5 µm) 

Autosamplergefäße: vial, 1,5 ml Gewindeflasche, Klarglas, 32 * 11,6 mm 

Micro-Insert, 0,1 ml, transparent, 15 mm Spitze 

Septum, 8 mm, Silikon weiß / PTFE blau 

   Schraubkappe, 8mm, mit Loch 5,5 mm, Gewinde 8-425 

Hydrocortison       Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Igepal        Sigma/Aldrich, Deisenhofen 

Keratinozytenbasalmedium (KBM) plus   Cambrex BioScience, Landen, 

Supplements zur Herstellung von KGM    Belgien 

Membranfilter (Polyamid, 0,2 µm, D47 mm) Schleicher & Schuell, 

MicroScience GmbH, Dassel 
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Methanol, LiChrosolv®, gradient grade    VWR Merck, Darmstadt 

Minimum Essential Medium Earle (MEME)   Biochrom, Berlin 

mit Bicarbonat (2,0 g/l)      

OxBu        Freie Universität Berlin bzw. 

        Chiracon, Luckenwalde 

OxBu-Diethylester      Chiracon, Luckenwalde 

OxIsohex      Freie Universität Berlin 

OxHex Freie Universität Berlin bzw. 

Chiracon, Luckenwalde 

OxHex-Diethylester      Chiracon, Luckenwalde 

Panserin 801 Keratinozyten Medium plus    Pan Biotech GmbH, Aidenbach 

Supplements 

Phosphatgepufferte Salzlösung,     Sigma, Taufkirchen 

Calcium- und Magnesiumfrei 

Phenylmethylsulfonylfluorid     Sigma/Aldrich, Deisenhofen 

Propidiumiodid (PI)       Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

RNaseA        Qiagen, Hilden 

RPMI 1640 Medium       Sigma, Taufkirchen 

Serumalbumin vom Rind, Fettsäure-frei (BSA)   Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

SPE-Säulen        Varian Inc., Lake Forest, CA, USA 

SPEC C18 (3 ml, 30 mg) 

Bond Elut C18 (3 ml, 500 mg) 

Bond Elut C8 (3 ml, 500 mg) 

Bond Elut C2 (3 ml, 500 mg) 

Bond Elut Certify II (3 ml, 200 mg)  

SPEC NH2 (3 ml, 30 mg) 

Sterilfilter Minisart®, 0,22 µm     Sartorius, Göttingen 

Szintillationsflüssigkeit Optiphase® Supermix   Wallac, Freiburg 

[³H]-Thymidin (spezif. Aktivität 35,0 Ci/mmol)  Amersham, Buckinghamshire, UK 

Tetrabutylammoniumchlorid (Bu4N+Cl-)   Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Trichloressigsäure (TCA)      Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Triethylamin       Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Trypsin        Biochrom, Berlin 

Zalcitabin (ddC)       Roche Diagnostics, Mannheim 
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2.1.3 Zelllinien 

 
Tab. 2-1: Übersicht über die verwendeten Zellarten, deren Herkunft oder Bezug. 

 

Zellart Beschreibung Bezug 

NHK normale humane Keratinocyten 
Isolierung aus menschlicher 

Vorhaut 

HaCaT 

Human adult keratinocytes kept under low 

Calcium and elevated temperature (humane, 

spontan transformierte Keratinozyten-

Zelllinie) 

DKFZ Heidelberg,  

Prof. Fusenig 

Fb normale humane Fibroblasten 
Isolierung aus menschlicher 

Vorhaut 

SCC4 

und 

SCC25 

squamous cell carcinoma-Zelllinien  

(ATCC CRL-1624 und ATCC CRL-1628) 

Herkunft: Plattenepithelkarzinom der Zunge 

LGC Promochem 

HT29 
Kolorektalkarzinomzelllinie  

(ATCC HTB-38) 
Prof. Gust, FU Berlin 

MCF7 Mammakarzinomzelllinie (ATCC HTB-22) Prof. Gust, FU Berlin 

T24 Blasenkrebszelllinie (ATCC HTB-4) LG Promochem 

SISO Adenozervixkarzinomzelllinie (ACC 327) 

Deutsche Sammlung für 

Mikroorganismen und Zellkultur 

(DSMZ) 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIAL UND METHODEN  

 - 29 - 

2.1.4 Nährmedien und Lösungen 

2.1.4.1 Zellmedien für die Kultivierung und die Zelluntersuchungen 

 

Keratinozyten-Anzuchtmedium. Zur Unterdrückung des Fibroblastenwachstums während 

der Anzucht der Primärkultur der aus humaner Vorhaut isolierten Keratinozyten wurde das 

Panserin 801 Keratinozytenmedium verwendet. Das Medium wurde unter Zusatz folgender 

Supplements hergestellt: 

5 ng/ml  hEGF 

5 µg/ml  Insulin 

0,5 µg/ml Hydrocortison 

0,1 mM Ethanolamin 

0,1 mM  Phosphoethanolamin 

25 µg/ml  BPE 

 

Fibroblasten-Anzuchtmedium. Für die Anzucht der Primärkultur der aus humaner Vorhaut 

isolierten Fibroblasten wurde das in Tab. 2-2 dargestellte Wachstummedium verwandt. 

 

Für die Kultivierung und die experimentellen Untersuchungen der normalen humanen 

Keratinozyten und der Zelllinien HaCaT, SCC4, SCC25, HT29, MCF7, T24 und SISO 

wurden die in Tab. 2-2 dargestellten Wachstumsmedien eingesetzt. Für einige Experimente 

mit den Zelllinien HaCaT, SCC4, SCC25, HT29, MCF7, T24 und SISO (s. Angaben) wurde 

ein Basalmedium ohne Zusatz von FKS verwandt (Tab. 2-2). 
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Tab. 2-2: Übersicht über die für jede Zellart eingesetzten Basal- und Wachstumsmedien. 

 

Zellart Basalmedium Wachstumsmedium 

NHK Keratinozytenbasalmedium (KBM) 
 

Keratinozytenbasalmedium 
+ Supplements  
0,1 ng/ml hEGF 
0,5 µg/ml Hydrocortison 
5 µg/ml Insulin  
30 µg/ml BPE 
50 ng/ml Amphotericin B 
50 µg/ml Gentamicinsulfat 

HaCaT 

RPMI 1640 
+ L-Glutamin 2 mM 
+ Penicillin 100 I.U./ml 
+ Streptomycin 100 µg/ml 

HaCaT-Basalmedium 
+ FKS 10 % 

Fibroblasten 
(Fb) 

DMEM 
+ L-Glutamin 2 mM 
+ Penicillin 100 I.U./ml 
+ Streptomycin 100 µg/ml 

Fb-Basalmedium  
+ FKS 7,5 % 

SCC25 

1:1-Mischung aus 
DMEM/Nutrition Mixture F12 Ham  
und HAM’s F-12 Medium 
+ Penicillin 100 I.U./ml 
+ Streptomycin 100 µg/ml 
+ Hydrocortison 0,4 µg/ml 

SCC25-Basalmedium 
+ FKS 15 % 

HT29 
DMEM 
+ Penicillin 100 I.U./ml 
+ Streptomycin 100 µg/ml 

HT29-Basalmedium 
+ FKS 10 % 

MCF7 

MEME mit Bicarbonat (2,0 g/l) 
+ L-Glutamin 2 mM 
+ Gentamicin (969 U/mg) 50 mg/l 
+ Natriumpyruvat 110 mg/l 

MCF7-Basalmedium 
+ FKS 10 % 

T24 

RPMI 1640 
+ L-Glutamin 2 mM 
+ Penicillin 100 I.U./ml 
+ Streptomycin 100 µg/ml 

T24-Basalmedium 
+ FKS 10 % 

SISO 

1:1 Mischung aus RPMI 1640 u. DMEM 
+ L-Glutamin 2 mM 
+ Penicillin 100 I.U./ml 
+ Streptomycin 100 µg/ml 

SISO-Basalmedium 
+ FKS 10 % (hitzeinaktiviert,     
20 min, 56 °C) 
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2.1.4.2  Lösungen zur Zellkultivierung 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS)  Stop-Medium 

0,2 g/l   KCl      100 I.U./ml Penicillin 

8,0 g/l   NaCl      100 µg/ml  Streptomycin 

0,2 g/l   KH2PO4     10 %  FKS 

1,44 g/l  Na2HPO4     in DMEM. 

in Aqua bidest. 

 

Trypsin-EDTA-Lösung      Transportmedium 

1,67 mg/ml  Trypsin     100 I.U./ml Penicillin 

0,67 mg/ml  EDTA      100 µg/ml  Streptomycin 

in PBS.       in DMEM. 

 

Einfriermedien 

Keratinozyten, Fibroblasten:       DMEM unter Zusatz von 10 % FKS und 10 % DMSO. 

HaCaT, SCC4, SCC25, HT29, MCF7, T24, SISO:            FKS unter Zusatz von 10 % DMSO. 

 

Alle Lösungen für die Zellkultivierung wurden kühl (2 – 8 °C) gelagert. 

 

2.1.4.3 Testsubstanzen und ihre Lösungen  

 

Abbildung 2-1 zeigt die Struktur der Thymidin-Analoga, Tabelle 2-3 zeigt die ebenfalls auf 

Basis des Molecular Modelling entwickelten Guanosin-Analoga. 
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Abb. 2-1: Thymidin-Analoga. Strukturen für HM-1 und HM-1-Oxim, die auf Basis der Molecular Modelling 

Studien synthetisiert worden sind. 
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Tab. 2-3: Guanosin-Analoga. Übersicht über die Struktur der auf Basis der Molecular Modelling Studien 

synthetisierten Substanzen. Der logP-Wert wurde im Rahmen der Molecular Modelling Studien von der HHU 

mit dem ALOGPS 2.1 Programm berechnet. Der Standardfehler für den logP-Wert beträgt 0.26 (Tetko et al., 

2001; Tetko & Tanchuk, 2002). 

N

N

N

N

N
H

OH

R

NH2

R1

R2

N

N

N

N

N
H

OH

R

NH2

R1

R2

 
Substanz MG (g/mol) logP R1 R2 

BuP-OH 414,47 2,63 O

OH
OH

O

OH
OH

CH3  

isoHex-OH 442,51 - O

OH
OH

O

OH
OH

 

CH3

CH3  

OxBu 436,41 1,36 OP(OH)2O OP(OH)2O  CH3  

OxIsohex 464,46 2,27 OP(OH)2O OP(OH)2O  
CH3

CH3

OxHex 464,46 2,34 
OP(OH)2O OP(OH)2O CH3

OxBu-DE 492,54 - OP(CH3CH2O)2O OP(CH3CH2O)2O  CH3  
OxHex-DE 520,37 - OP(CH3CH2O)2O OP(CH3CH2O)2O  CH3  
 

 

Für die Zell-Untersuchungen wurden von den Substanzen jeweils 600 µl einer Stammlösung 

(2 x 10-2 M) im entsprechenden Lösungsmittel (Tab. 2-4) hergestellt und sterilfiltriert. Aus 

dieser Stammlösung wurden steril je 600 µl der Konzentrationen 2 x 10-3 M bis 2 x 10 -12 M 

durch schrittweises Verdünnen 1:10 mit dem entsprechenden Lösungsmittel erhalten. Diese 

10 verdünnten Lösungen wurden in 60-µl-Aliquots bei -20 °C eingefroren. Jedes Aliquot 

wurde für die pharmakologischen Experimente maximal viermal aufgetaut. Für die 

analytischen Experimente mittels HPLC und Festphasenextraktion (SPE) wurden ebenfalls 

Stammlösungen (2 x 10-2 M) im entsprechenden Lösungsmittel hergestellt, sterilfiltriert und 

unter Einsatz sterilfiltrierter Lösungsmittel weitere Verdünnungen erhalten, aliquotiert und bei 

-20 °C gelagert. Die analytische Methode bestimmte die Zielkonzentrationen der Substanz 

und das Lösungsmittel (s. Angaben). Jedes Aliquot wurde maximal viermal aufgetaut.  
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Tab. 2-4: Übersicht über die verwendeten Substanzen, deren Molekulargewicht (MG), Lösungsmittel für die 

Stammlösung (2 x 10-2 M) sowie Lagerungsbedingungen für die Substanzen und Lösungen. 

 

Substanz 
MG 
(g/mol) 

bezogen von 
Lösungs-
mittel 

Lagerung der   
Reinsubstanz  /  Lösung 

Adefovir 273,20 Gilead Sciences GmbH DMSO 2 – 8 °C  /  -20 °C 

Aphidicolin 338,50 
Serva Electrophoresis 
GmbH, Heidelberg 

DMSO 2 – 8 °C  /  -20 °C 

BuP-OH 414,45 
isoHex-OH 442,51 

Arbeitskreis 
Reißig, FU Berlin, Chemie 

DMSO 2–8 °C  /  -20 °C 

Capecitabin 359,40 
Roche Diagnostics, 
Mannheim 

DMSO 
2 – 8 °C  (Lichtschutz)  / 
-20 °C  (Lichtschutz) 

5-Fluorouracil (5-FU) 130,08 Sigma-Aldrich, Schnelldorf PBS 
2 – 8 °C  (Lichtschutz)  / 
-20 °C  (Lichtschutz)  

Guanin (Gn) 151,13 2 – 8 °C  /  -20 °C 
Guanosin (Gs) 283,24 2 – 8 °C  /  -20 °C 
Guanosin-Monophosphat (GMP) 
Dinatriumsalz 

407,18 -20 °C  /  -20 °C 

Guanosin-Diphosphat (GDP) 
Dinatriumsalz 

490,20 -20 °C  /  -20 °C 

Guanosin-Triphosphat (GTP) 
Dinatriumsalz 

573,22 

Sigma-Aldrich, Schnelldorf 
Methanol-
PBS 
(1 + 9) 

-20 °C  /  -20 °C 

HM-1 240,22 DMSO 2 – 8 °C  /  -20 °C 

HM-1-Oxim 255,23 
Arbeitskreis 
Reißig, FU Berlin, Chemie  DMSO 

-20 °C  (Lichtschutz)  / 
-20 °C  (Lichtschutz) 

OxBu 436,41 
AK Reißig, FU Berlin bzw. 
Chiracon, Luckenwalde 

DMSO 2 – 8 °C  /  - 20 °C 

OxIsohex 464,47 
Arbeitskreis 
Reißig, FU Berlin, Chemie 

DMSO 2 – 8 °C  /  -20 °C 

OxHex 464,47 DMSO 2 – 8 °C  /  -20 °C 
OxBu-Diethylester 492,54 DMSO -20 °C  /  -20 °C 
OxHex-Diethylester 520,37 

Chiracon, Luckenwalde 
DMSO -20 °C  /  -20 °C 

Thymin (Tn) 126,12 2 – 8 °C  /  -20 °C 
Thymidin (Td) 242,23 2 – 8 °C  /  -20 °C 
Thymidin-Monophosphat 
(dTMP) Dinatriumsalz 

366,20 -20 °C  /  -20 °C 

Thymidin-Diphosphat (dTDP) 
Dinatriumsalz 

449,20 -20 °C  /  -20 °C 

Thymidin-Triphosphat (dTTP) 
Dinatriumsalz 

532,22 

Sigma-Aldrich, Schnelldorf 
Methanol-
PBS 
(1 + 9) 

-20 °C  /  -20 °C 

Zalcitabin 211,22 
Roche Diagnostics, 
Mannheim 

DMSO 2 – 8 °C  /  -20 °C 
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Die in DMSO hergestellten Stammlösungen wurden nicht länger als 3 Monate, die in PBS 

bzw. Methanol/PBS (1+9) hergestellten Lösungen maximal 1 Monat eingesetzt. Für die 

Aphidicolinstammlösungen betrug die Lagerfrist maximal 6 Wochen.  

 

2.1.4.4 Lösungen für Viabilitätsuntersuchungen 

 

MTT-Stammlösung 

5 mg/ml       3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)        in PBS. 

MTT wurde unter Lichtausschluss zu 5 mg/ml in PBS gelöst, die Lösung sterilfiltriert, 

aliquotiert und lichtdicht bei -20 °C bis zum Gebrauch aufbewahrt. Für 

Viabilitätsuntersuchungen wurden 40 µl dieser Stammlösung zu 460 µl Medium (der Zellart 

entsprechend) gegeben, so dass die Endkonzentration 0,4 mg/ml betrug. 

 

2.1.4.5 Lösungen für Proliferationsuntersuchungen 

 

[3H]-Thymidin-Lösung  

[³H]-Thymidin (spezif. Aktivität 35,0 Ci/mmol) wurde als fertige Gebrauchslösung von 

Amersham bezogen und bei 2 – 8 °C in einem Kühlschrank für Radiochemikalien aufbewahrt. 

Die Entnahme der [3H]-Thymidin-Menge wurde in einem Entnahmeprotokoll mit Ausgangs-, 

Entnahme- und Endmenge dokumentiert.  

 

Trichloressigsäure 5 % (V/V) (TCA) 

50 ml/l TCA in PBS. 

Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 2 – 8 °C aufbewahrt. 

 

Natronlauge (0,3 N) (NaOH) 

12 g/l NaOH in Aqua bidest. 

Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 2 – 8 °C aufbewahrt. 
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2.1.4.6 Lösungen für Zellzyklusuntersuchungen 

 

Propidiumiodid(PI)-Mastermix 

4 µl/ml    PI-Stammlösung (40 µg/ml) 

1 µl/ml    RNaseA-Stammlösung (100 µg/ml) 

995 µl/ml   PBS (Ca2+- und Mg2+-frei), steril 

Für die Propidiumiodid-Stammlösung wird PI-Reinsubstanz in Aqua bidest. Gelöst und 

sterilfiltriert. Die RNaseA-Stammlösung wird direkt von Qiagen bezogen. Der Mastermix, die 

Propidiumiodid- und die RNaseA-Stammlösung wurden bei 2 – 8 °C lichtgeschützt gelagert. 

 

2.1.4.7 Lösungen für die High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)  

 

Alle Lösungen für die HPLC wurden vor Verwenden 15 Minuten im Ultraschallbad entgast. 

Alle wässrigen Laufmittel wurden nach Herstellung vakuumfiltriert (Polyamid-

Membranfilter, 0,2 µm, D47 mm), bei 2 – 8 °C gelagert und maximal 3 Tage verwendet. 

 

Organische Laufmittel 

Die organischen Laufmittelphasen wurden direkt als „gradient grade“ für die HPLC bezogen.  

 

Wasser für die HPLC 

Das Wasser für die HPLC wurde aus bidestilliertem Wasser durch Vakuum-Filtration mit 

einem Membranfilter (Polyamid, 0,2 µm, D47 mm) hergestellt. Für die Methode der 

basischen Phosphonattrennung wurde 0,1 % Triethylamin (TEA, 1 ml/l) zugesetzt.  

 

Puffer für die Phosphattrennung mit TBA-Cl (Puffer A und B) 

Für die Phosphattrennung mit TBA-Cl wurden 2 Laufmittel mit nachfolgender 

Zusammensetzung frisch hergestellt: 

Puffer A:   0,01 M KH2PO4 

(pH 7)   0,01 M Bu4N+Cl- 

0,25 % Methanol 

550 µl 10 N NaOH / l   in Aqua bidest. 
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Puffer B:  0,1 M KH2PO4 

(pH 7)   0,028 M Bu4N+Cl- 

30 % Methanol 

1400 µl 10 N NaOH / l in Aqua bidest. 

 

Organische Phase für die basische Phosphonattrennung  

(nach: Chiracon, Luckenwalde) 

Die organische Phase für die basische Phosphonattrennung wurde durch Mischen von 40 % 

Acetonitril und 60 % Methanol und Zusatz von 0,1 % TEA erhalten. Diese Mischung wurde 

nicht länger als 2 Monate verwendet. 

 

Puffer für die Phosphonattrennung mit TBA-Cl (Puffer C) 

Für die Phosphonattrennung mit TBA-Cl wurde folgendes Laufmittel frisch hergestellt:  

Puffer C  10 mM KH2PO4 

(pH 6)   2 mM Bu4N+Cl- 

7% ACN 

1000 µl 10 N NaOH / l  in Aqua bidest. 

 

2.1.4.8 Lösungen für die Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE)  

 

Lyse-Puffer 

Der Lysepuffer wurde frisch hergestellt: 

1 % Igepal   0,5 % Natrium-Desoxycholat 

0,1 % SDS   1 mM EDTA 

50 mM NaF   1 mM PMSF    in PBS. 

 

Außerdem wurden Trypsin-EDTA (siehe 2.1.4.2) eine Methanol-Wasser-Mischung (60 % in 

Aqua bidest.) und der Puffer B (siehe 2.1.4.7) verwandt. Alle Lösungen wurden kühl gelagert. 

 

2.1.5 Säulen für die HPLC und SPE  

 

Für die HPLC-Untersuchungen wurden die in Tabelle 2-5 beschriebenen Säulen, für die SPE-

Untersuchungen die in Tabelle 2-6 verzeichneten Säulen verwendet. 
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Tab. 2-5: Übersicht über die verwendeten HPLC-Säulen sowie deren Füllmaterial und Eigenschaften. 

 

Säule Säulenmaterial Eigenschaften 

LiChroCART® 125-4 

LiChrospher® 100 

RP-18 (5 µm) 

silica-basiert, 

Octadecylgruppen 

stark unpolare Retention, 

saure, basische und neutrale Substanzen 

analysierbar 

LiChroCART® 250-4 

Purospher® STAR 

RP-18 (5 µm) 

metallfrei,  

endcapped 

silica-basiert, 

Tetraalkoxysilane 

stark unpolare Retention, aufgrund der 

Metallfreiheit können saure, basische und 

chelatisierende Substanzen analysiert werden, auch 

mit stark wässrigen Laufmitteln kompatibel 

CC250/4 Nucleodur 

C18 Gravity (5µm) 

Kieselgelphase, 

monomere 

Octadecylmodifikation, 

endcapped 

Trennmechanismus beruht auf rein hydrophoben 

(van der Waals) Wechselwirkungen, 

pH-stabil bis pH 11 

 

 

Tab. 2-6: Übersicht über die verwendeten SPE-Säulen sowie deren Füllmaterial und Eigenschaften.  

 

Säule Säulenmaterial Eigenschaften 

SPEC C18 

Bond Elut C18 

silica-basiert, 

trifunktionale 

Octadecylgruppen 

stark unpolare Retention, 

häufige Verwendung um organisches Material aus 

wässrigen Phasen zurückzuhalten. 

Bond Elut C8 
silica-basiert, 

Octylgruppen 

moderat unpolare Retention, häufige Verwendung bei 

biologischen Proben, aufgrund der kürzeren 

Kettenlänge zum Teil auch polare Interaktionen 

möglich 

Bond Elut C2 
silica-basiert, 

Ethylgruppen 

schwach unpolare Retention häufige Verwendung um 

Metaboliten aus Serum und Plasma zurückzuhalten, 

wenn mit den anderen C-Säulen zu starke Rückhaltung 

stattfand 

Bond Elut 

Certify II 

gemischtes Säulenbett, 

Octyl- und quartäre 

Ammoniumgruppen 

Starker Anionenaustauscher (SAX) und unpolare 

Retention, speziell für Moleküle mit sauren Strukturen 

und permanenten negativen Ladungen 

SPEC NH2 
silica-basiert, 

Aminopropylgruppen 

Schwächerer Anionenaustauscher als SAX, polare 

Retentionsmechanismen, geeignet für sehr starke 

Anionen, die evtl. auf der SAX-Säule irreversibel 

zurückgehalten werden 
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2.2 Methoden  

 
Soweit nicht anders angegeben, galten folgenden Bedingungen für die Arbeit mit Zellkulturen: 

Inkubation: im Brutschrank (37 °C, 95 % Luftfeuchte, 5 % CO2-Gehalt) 

Zentrifugation: Geschwindigkeit: 250 x g (5 min, 4 °C)  

Einfrieren: in Kryoröhrchen, 106 Zellen, in 1 ml Einfriermedium (2.1.4.2); langsames 

Einfrieren bei -80 °C, Lagerung in flüssigem Stickstoff 

Auftauen: schnelles Auftauen im Wasserbad (37 °C), Aussäen in 75 cm²-Flasche mit 10 ml 

vorgewärmtem Medium, Mediumwechsel am nächsten Tag 

 

2.2.1 Gewinnung und Kultivierung von primären Hautzellen und Zelllinien 

 
Primäre Keratinozyten und Fibroblasten. Primäre Keratinozyten und Fibroblasten wurden 

aus juveniler Vorhaut isoliert und kultiviert (Vogler et al., 2003). Vorhaut, die bei 

Zirkumzisionen in kinderchirurgischen Ambulanzen Berlins und dem St. Joseph-Krankenhaus 

anfiel, wurde sofort nach Operation in sterilem Transportmedium gekühlt in das Labor 

transportiert und anschließend 1 h bei 37 °C oder 24 h bei 4 °C mit Trypsin/EDTA (5 ml) 

inkubiert. Bei diesem Prozess lösten sich die Keratinozyten ab. Durch Schwenken der Häute 

erst in Stop-Medium, dann in PBS wurde die Enzymreaktion beendet. Die Zellsuspension 

wurde zentrifugiert, in Panserin 801-Medium resuspendiert, in eine Zellkulturflasche (25 cm²) 

eingesät (0. Passage) und kultiviert. Für die Isolierung der Fibroblasten wurden die Häute 

nochmals 1 h in Trypsin/EDTA (5 ml) inkubiert. Die Reaktion wurde wie oben beschrieben 

abgestoppt, die Suspension zentrifugiert, in Fibroblasten-Wachstumsmedium resuspendiert, in 

eine Zellkulturflasche (25 cm²) eingesät (0. Passage) und kultiviert. Nach einigen Tagen 

waren die Keratinozyten bzw. Fibroblasten angewachsen. Weiter wurde das Medium 

abgesaugt, die Kultur mit PBS gewaschen und die Zellen durch Inkubation mit 

Trypsin/EDTA (1,5 ml) abgelöst, die Reaktion durch 5 ml Stop-Medium beendet, die 

Zellsuspension zentrifugiert, die Zellen mit PBS gewaschen, nochmals zentrifugiert und in 

Keratinozyten- bzw. Fibroblasten-Wachstumsmedium resuspendiert und in eine 

Zellkulturflasche (75 cm²) eingesät (1. Passage) und inkubiert. Bei einem Konfluenzgrad von 

50 – 70 % wurden die Zellkulturen im Verhältnis 1:2 bis 1:3 verbreitert. Ein Mediumwechsel 

erfolgte alle 2 – 3 Tage. Die Zellen der 0. Passage wurden von mindestens drei Spendern 

vereint, um interindividuelle Unterschiede auszugleichen. Für die Versuche dienten Zellen der 
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2. – 4. Passage. Nicht benötigte Zellen der 2. Passage wurden eingefroren und gegebenenfalls 

durch Auftauen reaktiviert.  

 

Zelllinien. Die Zelllinien HaCaT, SCC4, SCC25, HT29, MCF7, T24 und SISO wurden wie 

oben beschrieben kultiviert und zweimal pro Woche wie folgt gesplittet: 

HaCaT , HT29, T24  1:6 bis 1:8 

SCC25 , MCF7, SISO  1:3 bis 1:5 

SCC4    1:2 

Die Zellen wurden dazu einmal mit 5 ml PBS gewaschen und durch Inkubation mit 1,5 ml 

Trypsin/EDTA abgelöst. Durch Zugabe von 3,5 ml Stop-Medium wurde die Enzymreaktion 

beendet. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, die 

Zellkulturflasche zweimal mit je 5 ml PBS nachgewaschen und die vereinigten Lösungen 

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Wachstumsmedium aufgenommen und pro 

Zellkulturflasche etwa 5 x 105 Zellen in 10 ml vorgelegten Medium ausgesät. Die Zellen 

wurden wie oben beschrieben eingefroren und reaktiviert. 

 

2.2.2 Viabilitätsuntersuchungen 

 
Grundlage des MTT-Tests. Mit dem MTT-Reduktionsassay (Mosmann, 1983; Pagé et al., 

1988; van de Loosdrecht et al., 1994; Gysler et al., 1997) wurde der Einfluss der 

Testsubstanzen auf die Viabilität von Keratinozyten, Fibroblasten, HaCaT Zellen und 

Tumorzellen untersucht. Das Testprinzip beruht auf der Umwandlung des gelben MTT zu 

blauem Formazan (Abb. 2-2) durch die mitochondriale Succinat-Tetrazolium Reduktase. Da 

diese Umwandlung ein aktives Reduktase-System erfordert, korreliert die Menge des 

gebildeten Farbstoffs mit der Zahl lebender Zellen. 

  
MTT, gelb            Formazan, blau 

 

Abb. 2-2: Reduktive Umwandlung des gelben MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid) zum blauen Formazan. 
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Aussaat und Stimulation. Die Zellen wurden in einer Dichte von 4 x 104 Zellen pro Loch 

einer 24-Loch-Platte ausgesät und 24 h inkubiert. Anschließend fand ein Mediumwechsel auf 

500 µl Basalmedium statt, lediglich für NHK wurde KGM verwendet. Anschließend wurden 

die Zellen entsprechend dem Stimulationsschema (Abb. 2-3) steril mit 2,5 µl der 

Substanzlösung stimuliert und für 48 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurden 2,5 µl des 

entsprechenden Lösungsmittels zugefügt. 
 

Platte 1 

Negativ-
kontrolle 

Negativ-
kontrolle 

Negativ-
kontrolle 10-10 M 10-10 M 10-10 M 

10-9 M 10-9 M 10-9 M 10-8 M 10-8 M 10-8 M 

10-7 M 10-7 M 10-7 M 10-6 M 10-6 M 10-6 M 

10-5 M 10-5 M 10-5 M 10-4 M 10-4 M 10-4 M 
 
Platte 2 
 
Negativ-
kontrolle 

Negativ-
kontrolle 

Negativ-
kontrolle 

Negativ-
kontrolle 

Negativ-
kontrolle 

Negativ-
kontrolle 

10-14 M 10-14 M 10-14 M 10-13 M 10-13 M 10-13 M 

10-12 M 10-12 M 10-12 M 10-11 M 10-11 M 10-11 M 

      

 
Abb. 2-3: Stimulationsschema für Platte 1 und 2 (10-4 – 10-14 M). 

 

Quantifizierung des MTT-Reduktions-Assay. 48 h nach Zugabe der Testsubstanzen wurde 

steril und unter Lichtausschluss das Medium durch 500 µl Medium mit einer MTT-

Konzentration von 0,4 mg/ml ersetzt. Nach 4 h Inkubation wurden das Medium abgesaugt 

und die blauen Formazankristalle durch 5-minütiges Schütteln bei 300 rpm in 250 µl DMSO 

pro Well gelöst und die Lichtabsorption bei λ = 540 nm photometrisch gemessen. DMSO 

diente als Blankwert (Platte + Lösungsmittel), bestimmt als Mittelwert der Absorptionen in 6 

Wells. 

 

Auswertung der Daten, Berechnung. Das Blankwertmittel wurde von allen Messwerten 

abgezogen. Von jeder Platte wurde zunächst der korrigierte Mittelwert für die 

Negativkontrollen gebildet und gleich 100 % gesetzt. Daraus wurden die prozentualen 

Viabilitätsraten der behandelten Proben jeder Platte wie folgt errechnet: 
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                       (Messwert-Blankwertmittel)  x  100 % 

Viabilitätsrate (%)  =           ----------------------------------------------------------------------- 

                       (MittelwertNegativkontrollen-Blankwertmittel) 

 

2.2.3 Untersuchungen zur Zellproliferation 

 

Grundlage des [3H]-Thymidin-Einbaus. Proliferierende Zellen synthetisieren für die 

Zellteilung u.a. DNA, wofür sie Nukleotidtriphosphate benötigen. Extrazellulär angebotenes, 

radioaktiv markiertes Thymidin wird in der Zelle zum Triphosphat aktiviert und in die DNA 

eingebaut. Die gemessene Radioaktivität kann über eine Eichgerade mit der Zahl der 

proliferierenden Zellen korreliert werden (Manggau et al., 2001).  

 

Aussaat und Stimulation. Die Zellen wurden wie unter 2.2.2 beschrieben ausgesät und 

stimuliert mit dem Unterschied, dass für alle Zellen ausschließlich Wachstumsmedium 

verwendet wurde.  

 

Quantifizierung des [3H]-Thymidin-Einbaus. Bei den folgenden Schritten zur Bestimmung 

des [3H]-Thymidin-Einbaus waren die Regeln des radioaktiven Arbeitens zu beachten. Nach 

24-stündiger Stimulation wurden zu jedem Well 10 µl einer 10%igen [3H]-Thymidin-Lösung 

(Verdünnung erfolgte mit Wachstumsmedium) pipettiert und die Zellen für weitere drei 

Stunden inkubiert. Anschließend wurde das Medium abgesaugt, die Zellen vorsichtig einmal 

mit 250 µl eiskaltem PBS und weitere 2 Mal mit je 250 µl TCA gewaschen. Danach wurden 

die Zellen in 250 µl NaOH (0,3 N) durch Schütteln für eine Stunde bei 300 rpm 

aufgeschlossen und das Lysat (NaOH-Lösung) in Eppendorf-Caps (2 ml) überführt, die 1,0 ml 

Szintillations-Cocktail enthielten. Zur vollständigen Mischung der beiden Flüssigkeiten 

wurden die Caps geschüttelt und gevortext. Die Strahlen-induzierte Fluoreszenz des 

Szintillations-Cocktails wurde schließlich in einem Szintillationszähler quantifiziert. Die 

Mischung aus 1,0 ml Szintillations-Cocktail plus 250 µl NaOH diente als Blankwert. Das aus 

6 unabhängigen Messungen ermittelte Blankwertmittel diente als konstanter Korrekturfaktor. 

 

Auswertung der Daten, Berechnung. Die Auswertung der Daten und die Berechnung der 

Proliferationsrate (%) erfolgte wie für die Viabilitätsrate beschrieben (2.2.2). 
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Wischtest. Für den nach jedem Messtag durchzuführenden Wischtest wurden 6 Caps mit    

1,0 ml Szintillations-Cocktail und kleinen Filterpapierstücken, die zuvor mit Ethanol getränkt 

und über 6 verschiedene Arbeitsgeräte gewischt wurden, bestückt und ebenfalls vermessen. 

Die Werte durften das Zehnfache des Blankwertes nicht überschreiten und wurden 

protokolliert.  

 

2.2.4 Durchflusszytometrische Untersuchungen (FACS)   

 

Grundlage der Zellzyklusanalyse. Bevor sich eine Zelle teilt (Mitose, M-Phase), durchläuft 

sie verschiedene Stadien der Interphase, die als G1-, S- und G2-Phase bezeichnet werden. 

Ruhende Zellen befinden sich in der G0 Phase. Zellen, die sich in G1 oder G0 befinden, 

haben einen diploiden Chromosomensatz. Nach der DNA-Synthese in der S-Phase besitzen 

die Zellen einen tetraploiden Chromosomensatz (G2-Phase), der während der Mitose auf zwei 

Tochterzellen verteilt wird. Veränderungen der Zellzyklus-Verteilung nach Stimulation von 

Zellen mit den Testsubstanzen wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie nachgewiesen. Der 

DNA-Gehalt wurde durch Anfärben mit der interkalierenden Substanz PI bestimmt (Davey & 

Kell, 1996; Ibrahim & van den Engh, 2003). PI interkaliert stöchiometrisch in die DNA, so 

dass sich das Signal von Zellen in der G2-Phase aufgrund eines höheren DNA-Gehalts von 

dem der Zellen in der G0/G1-Phase unterscheidet. Zellen der S-Phase finden sich zwischen 

diesen beiden Bereichen. Bei DNA-Strangbrüchen nach apoptotischer und nekrotischer 

Zellschädigung werden diese DNA-Fragmente als breite Signale vor dem G1-Peak detektiert 

(tot). 

 

Aussaat und Stimulation. Die Zellen wurden in einer Dichte von 4 x 104 Zellen pro Loch 

einer 6-Loch-Platte ausgesät. Nach 24 h Inkubation fand ein Mediumwechsel auf 1000 µl 

Wachstumsmedium statt. Anschließend wurden die Zellen durch sterile Zugabe von 5 µl der 

Substanzlösung stimuliert (Stimulationsschema, Abb. 2-4) und 48 h inkubiert. Als 

Negativkontrolle wurden 5 µl des entsprechenden Lösungsmittels zugefügt. 
 

Negativ-
kontrolle 10-8 M 10-7 M 

10-6 M 10-5 M 10-4 M 

 

Abb. 2-4: Stimulationsschema für eine 6-Loch-Platte (10-4 M bis 10 -8 M). 
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Probenaufbereitung. Nach 48 h wurden das Medium aus jedem Well jeweils in ein FACS-

Röhrchen (auf Eis) überführt und die in der Platte verbleibenden Zellen einmal mit 500 µl 

eiskaltem PBS (ohne Calcium und Magnesium) gewaschen. Die Waschlösung wurde in 

dasselbe FACS-Röhrchen überführt. Zugabe von 250 µl Trypsin/EDTA pro Well und kurze 

Inkubation löste die adhärenten Zellen ab. Die Trypsinreaktion wurde durch Zugabe von    

750 µl Stopmedium pro Well beendet und die Zellsuspensionen wurden in die zugehörigen 

FACS-Röhrchen überführt. Anschließend wurden die Wells zweimal mit PBS gewaschen. 

Das durch Zentrifugieren der vereinigten Lösungen erhaltene Zellpellet wurde in 1000 µl PBS 

resuspendiert und nach Zugabe von 3 x 750 µl Ethanol (96 %) mindestens 30 Minuten bei         

-20 °C gelagert. Nach Abzentrifugieren des Überstandes wurde das Pellet mit 1000 µl PBS 

gewaschen, nochmals zentrifugiert und anschließend mit 300 µl PI-Mastermix 30 Minuten 

inkubiert. Alle Arbeitsschritte ab der PI-Zugabe fanden unter Lichtausschluss statt. Direkt vor 

der Messung wurde jede einzelne Probe nochmals gevortext. 

 

Einstellung des Durchflusszytometers vor der Messung. Die durchflusszytometrische 

Messung erfolgte mit FACS Calibur unter Einsatz der Software Cell Quest. Zunächst wurde 

für jede Zellart das Zytometer nach Größe (Forwardscatter, FSC) und Granularität 

(Sidewardscatter, SSC) individuell eingestellt. Das geschah mit Hilfe von unbehandelten 

Kontrollzellen der entsprechenden Zellart. Durch Veränderung der Spannung bei FL2-H kann 

die Höhe im FL2-A Plot, durch Änderung der PMT Spannung von FL2-W die Lage des 

Signals in diesem Histogramm angepasst werden (Abb. 2-5). Durch diese Spannungsänderung 

wurde in einem Dot Plot mit FL2-A (x-Achse) gegen FL2-W (y-Achse) die Spannung so 

verändert, dass die Zellen jeweils ungefähr bei Kanal 200 lagen. Durch Legen eines Gates in 

dem Dot Plot sollten Zellcluster ausgeschlossen werden, da diese die relative Zellzyklus-

Verteilung verfälschen würden. Dubletten von G0/G1 Zellen könnten z.B. als G2 Peak 

gesehen werden.  

 

Auswertung der Daten. Die Auswertung der Zellzyklusanalysen der einzelnen Proben 

erfolgte mit Hilfe des dazugehörigen FL2-A/FL2-W Dot Plots (Abb. 2-5). Eine polygone 

Region wurde um die für die Auswertung relevanten Dots gelegt, das der Probe zugehörige 

FL2-A-Histogramm und zur Kontrolle das FL2-W-Histogramm geöffnet und die zuvor 

markierte Region auf diese Histogramme angewandt. Für die Ermittlung der prozentualen 

Anteile der Flächen für die subG1/tot-, G0/G1-, S- und G2-Phase wurden im FL2-A-

Histogramm Marker gesetzt und anschließend über die Statistikfunktion deren prozentualer 
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Anteil berechnet. Jeweils 4 Werte (Zweifachbestimmung an 2 verschiedenen 

Zellpopulationen) wurden für die subG1/tot-, G0/G1-, S- und G2-Phase erhalten und 

gemittelt. Die Mittelwerte wurden als Teil vom 100 (100 = Summe der Mittelwerte für 

subG1/tot, G0/G1, S und G2) dargestellt.  
 

 FL2-A
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G0/G1
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G0/G1
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Abb. 2-5: Einstellung des Durchflußzytometers mit einer Kontrollpopulation für Zellzyklusuntersuchungen: A 

FL2-A/FL2-W Dot Plot; B FL2-A Histogramm mit den Markern für subG1/tot, G0/G1, S und G2 (aus Richartz, 

2007). 

 

2.2.5 HPLC Analytik 

 

Zur Herstellung der Stammlösungen (C = 2 x 10-2 M) wurden von jeder Substanz jeweils 4 – 

8 mg auf einer Analysenwaage abgewogen (cave: Personen- und Produktschutz, Arbeiten mit 

potentiell zytotoxischen Substanzen) und in dem entsprechenden Volumen zuvor 

sterilfiltrierten Lösungsmittels (siehe Tabelle 2-4) gelöst/suspendiert, für ca 5 min gevortext, 

anschließend ca. 10 min im Ultraschallbad belassen und sodann noch einmal 5 min gevortext. 

Soweit nicht anders angegeben wurden die Versuche bei Raumtemperatur durchgeführt und 

die Vials mit einem Mikroeinsatz bestückt und mit 150 µl befüllt. Die Laufmittel wurden an 

die Pumpenzugänge angeschlossen und von Luftblasen befreit, die Programmierung (s.u.) 

gewählt und die HPLC für 30 min eingelaufen. Vor dem Start jeder Serie erfolgte mindestens 

ein Blank-Lauf, nach Abschluss einer Serie wurde das System 180 min mit Wasser für die 

HPLC gewaschen (Flussrate: 0,3 ml/min). Für die Auswertung wurden die 

Flächenmittelwerte (aus mindestens 3 Versuchen) gegen die Konzentration aufgetragen. 
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Phosphattrennung mit TBA-Cl. Diese Methode diente dem Nachweis von Thymin, 

Thymidin, dTMP, dTDP und dTTP sowie Guanin, Guanosin, GMP, GDP und GTP. Diese 

Methode wurde zudem auf 5-FU, BuP-OH, HM-1-Oxim, Capecitabin und Zalcitabin 

angewendet. Ausgehend von den Stammlösungen wurden alle weiteren Verdünnungen mit 

Methanol hergestellt (10-9 M – 10-4 M). Die Methode basiert auf der von Decosterd et al. 

(1999) beschriebenen, es wurden folgende Konditionen gewählt: 

Säule: LiChroCART® 125 LiChrospher® 100 RP-18 (5 µm) 

Vorsäule: LiChroCART 4-4  

Laufmittel: Puffer A und B (siehe 2.1.4.7), Methanol  

Flussrate 0,5 ml/min 

UV-Absorption: 260 nm 

Injektionsvolumen: 30 µl 

Programmierung: Zeit (min) Puffer A (%) Puffer B (%) Methanol (%) 

0  100  0  0 

1  100  0  0 

5  36  64  0 

45  31  69  0 

50  50  0  50 

60  50  0  50 

65  100  0  0 

75  100  0  0 

 

Basische Phosphonattrennung. Zur Analyse von OxBu und OxHex wurde die HPLC-

Methode der basischen Phosphonattrennung verwendet. Alle Verdünnungen wurden mit 

basischem Methanol (Methanol + 0,1% TEA) hergestellt (10-7 M – 10-4 M). Die Methode 

orientierte sich an den Vorgaben von Chiracon (Luckenwalde).  

Säule: CC250/4 Nucleodur C18 Gravity (5 µm) 

Vorsäule: CC 8/4 Nucleodur C18 Gravity (5 µm) 

Laufmittel: Wasser für die HPLC + 0,1 % TEA, organische Phase (Acetonitril/Methanol, 

40:60 + 0,1 % TEA)  

Flussrate: 0,8 ml/min 

UV-Absorption: 270 nm  

Injektionsvolumen: 50 µl 

 

 



MATERIAL UND METHODEN  

 - 46 - 

Programmierung: Zeit (min) wässrige Phase (%) organische Phase (%) 

   0  95   5 

   20  0   100 

   25  95   5 

   30  95   5 

 

Phosphonattrennung mit TBA-Cl. Alle Verdünnungen der Substanzen OxBu, OxHex und 

Adefovir wurden mit dem TBA-Cl-Puffer C (siehe 2.1.4.7) hergestellt (3 x 10-7 M –               

3 x 10-5 M). Im Falle der Verwendung von Adefovir als internem Standard wurden die 

Verdünnungen mit 3 µl Adefovir-Stammlösung versehen, so dass sich eine interne Adevofir-

Konzentration von 6 x 10-5 M ergab. Die Methode orientierte sich an den Vorgaben von 

Vávrová et al. (2007). 

Säule: LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR RP-18 (5 µm) 

Vorsäule: LiChroCART 4-4 

Laufmittel: Puffer C (siehe 2.1.4.7), Methanol 

Flussrate: 1,1 ml/min 

UV-Absorption: 270 nm 

Injektionsvolumen: 50 µl 

Programmierung: Zeit (min) Puffer C (%) Methanol (%) 

   0  90  10 

   45  25  75 

   60  25  75 

   70  90  10 

   80  90  10 

Im Anschluss an eine Serie wurde folgendes Waschprogramm mit Wasser für die HPLC und 

Methanol durchgeführt. 

Waschen:  Zeit (min) Wasser (%) Methanol (%) Flussrate (ml/min) 

  0  100  0  1,0 

  40  70  30  1,0 

  60  25  75  1,0 

  100  100  0  1,0 

  180  100  0  0,4 

Für die Untersuchungen ohne Standard wurden die Daten wie bereits angegeben ausgewertet. 

Für die Analysen mit Adefovir als internem Standard wurde das Mittel der 

Substanz/Adefovir-Verhältnisse (aus mindestens 3 Versuchen) gegen die Konzentration 

aufgetragen. 
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2.2.6 Festphasenextraktion  

 

Bei der Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) werden die zu isolierenden 

Komponenten der flüssigen Phase an einer stationären festen Phase gebunden und später von 

dieser eluiert (Solas et al., 1998; Hennion, 1999; Claire, 2000; Rezk et al., 2005). 

 

Zellkultur. Die Zellen (SCC25) wurden in einer Dichte von 105 Zellen pro Loch einer 6-

Loch-Platte ausgesät. Nach 24 h Inkubation wurde das Medium durch 1000 µl 

Wachstumsmedium ersetzt. Die Stimulation erfolgte mit 5 µl der Thymidin- bzw. 

Guanosinstammlösung in jedes Well (Endkonzentration im Well 10-4 M), danach wurde 

weitere 24 h inkubiert. Als Negativkontrolle wurde je eine Platte mit den entsprechenden 

Lösungsmitteln (siehe Tab. 2-4) pipettiert. 

 

Extraktion. Das Medium wurde in 2ml-Tubes überführt und bei -20 °C aufbewahrt. Die 

(adhärenten) Zellen in 2 Wells der Substanz- bwz. Kontrollplatte wurden jeweils einer 

Extraktionsmethode (I, II, III) unterworfen:  

Extraktionsmethode I  Lyse der Zellen mit 500 µl Lyse-Puffer (60 min bei 4 °C) 

Extraktionsmethode II Trypsinieren der Zellen mit 500 µl Trypsin-EDTA  

(30 min bei 37 °C) 

Extraktionsmethode III Methanolische Extraktion mit 500 µl MetOH 60%ig  

(24 h bei -80 °C) 

Die erhaltenen Extraktlösungen wurden in ein 2ml-Zentrifugenröhrchen überführt, 

zentrifugiert und der Überstand für die Festphasenextraktion abgenommen. 

 

Festphasenextraktion. An die mit den SPE-Säulen (Tab. 2-6) bestückte Extraktionsanlage 

(Vac Elut Extraction Manifold) wurde nach Schließen aller Auslasshähne ein Vakuum 

angelegt. Über die Auslasshähne sind die Säulen mit den Auffangröhrchen für den 

Lösungsmittelüberschuss bzw. die Elutionfraktionen verbunden. Durch Umstecken der SPE-

Säulen wird das Auffangröhrchen gewählt. Die SPE-Methodik gliedert sich in folgende 

Schritte (Abb. 2-6): 

A Konditionieren („Aufschwämmen“ des Säulenmaterials, Porenbildung) 

B Probenaufgabe  

C Waschen 

D Elution 
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   B          C    D’           D’’ 

 
Abb. 2-6: Schematische Darstellung der SPE-Methodik: Konditionieren (nicht dargestellt), Probenaufgabe (B), 

Waschen (C), Elution (D’ und D’’). 

 

Getestet wurden alle in Tabelle 2-6 beschriebenen Säulen. Die Säulen wurden mit 1 ml 

Methanol und 1 ml Puffer A (siehe 2.1.4.7; Phosphattrennung mit TBA-Cl) aufgeschwämmt 

und das überschüssige Lösungmittel im Abfallauffangröhrchen aufgefangen. Nach Zugabe 

von je 500 µl Puffer B (siehe 2.1.4.7; Phosphattrennung mit TBA-Cl) zu den Extrakten und 

Mischen wurden die Proben aufgetragen. Nach Waschen der Säulen mit 3 x 500 µl (Sammeln 

der Waschlösung in separaten Abfallauffangröhrchen, um eventuell später die Waschlösung 

untersuchen zu können) erfolgte die Elution mit 3 x 200 µl Puffer B (siehe 2.1.4.7; 

Phosphattrennung mit TBA-Cl), wobei eine fraktionierte Sammlung der Eluate erfolgte. 

Im Anschluss wurde mittels Vakuum das Lösungsmittel abrotiert (Speed Vac Plus, 40 °C) 

und die in 100 µl Methanol gelösten Rückstände wurden mit der HPLC-Methode zur 

Phosphattrennung mit TBA-Cl (siehe 2.2.5) analysiert. 

 

2.2.7 Statistik 

 

Sofern nicht anders angegeben wurden die Zellversuche als Dreifachbestimmungen 

durchgeführt, jeder Versuch wurde mindestens zweimal wiederholt. Lediglich die FACS-

Untersuchungen wurden als Zweifachbestimmungen durchgeführt, wobei jeder Versuch 

einmal wiederholt wurde. Die Ergebnisse sind als arithmetische Mittelwerte (MW) 

angegeben. Als Maß für die Genauigkeit wurde der Standardfehler des Mittelwerts (+ SEM) 

berechnet. Der Prüfung auf Signifikanz von Konzentrationsreihen diente die einfaktorielle 

Varianzanalyse (oneway ANOVA). Als Signifikanzniveau wurde eine 

Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % festgelegt (p < 0.05). Wurden die Stichproben gegen die 

Kontrollgruppe getestet, kam der Dunnett’s post-hoc Test zum Einsatz. Die grafische 

Auswertung erfolgte mittels nonlinearer Regression (Dosis-Wirkungskurve, Software: 

GraphPad Prism 4). 
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3 ERGEBNISSE 

 

3.1 Zellspezifische Untersuchungen 
 

Eine intensivierte UV-Exposition hat in den letzten Jahren zu einer Zunahme der Inzidenz von 

Plattenepithelkarzinomen und Aktinischen Keratosen geführt. Ein neuer therapeutischer 

Ansatz ist die Interferenz mit der DNA-Synthese. Dabei ist die Pol α ein Schlüsselenzym, das 

die ersten Schritte der DNA Replikation katalysiert und mit einer Primase-Funktion assoziiert 

ist (Wang, 1991). Die 3-dimensionale Struktur für den aktiven Bereich der humanen 

Polymerase α konnte mittels Molecular Modelling konstruiert und eine Reihe bekannter Pol-

α-Inhibitoren in das aktive Zentrum gedockt werden (Richartz et al., 2008). Gemäß den 

Molecular-Modelling-Berechnungen der HHU wurden von der FU Chemie die 

nukleosidischen bzw. nukleotidischen Verbindungen BuP-OH, HM-1, HM-1-Oxim, isoHex-

OH, OxBu, OxIsohex, OxHex sowie die Diethylester-Prodrugs OxBu-DE und OxHex-DE 

synthetisiert, die nun mittels in-vitro-Tests pharmakologisch gescreent wurden. Als 

Positivkontrolle dienten 5-FU, der derzeitige Standard für die topische Therapie, und 

Aphidicolin, ein bekannter Pol-α-Hemmer. Foscarnet, ein Hemmstoff der viralen DNA-

Polymerase, diente als Negativkontrolle bei der Etablierung der Testsysteme. Die bereits 

untersuchten Substanzen HM-1 sowie die bislang wirksamste der gemodellten Substanzen – 

BuP-OH – wurden als weitere Referenzsubstanzen verwendet. Untersucht wurden die 

Viabilität mittels MTT-Test, die Proliferation mittels Thymidin-Einbau und gegebenenfalls 

der Zellzyklus (FACS-Analyse). Da die Aussagekraft dieser Testmethoden zeitabhängig ist, 

wurde auf die Ergebnisse der Untersuchungen zur Zeitabhängigkeit zurückgegriffen 

(Richartz, 2007). Zunächst lag der Fokus auf primären Keratinozyten, der spontan 

transformierten HaCaT-Zelllinie und der Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25. Anfangs 

wurde auch eine weitere Plattenepithelkarzinomzelllinie untersucht – die SCC4 Zelllinie; 

diese wurde schon bald aus den Untersuchungen ausgeschlossen, da sie sehr schlecht 

kultivierbar war und zudem sehr unregelmäßige Ergebnisse in den Tests lieferte. In die 

Untersuchungen wurden später Fibroblasten und weitere Krebszelllinien (Kolorektal-, 

Mamma-, Blasen- und Adenozervixkarzinom) einbezogen. 
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3.1.1 Thymidin-Analoga 

 

HM-1-Oxim. In Analogie zu 5-FU wurde auf Basis des Molecular Modelling als erster Pol-α-

Hemmer das Thymidin-Analogon HM-1 entwickelt, synthetisiert und hinsichtlich seines 

zytotoxischen Potentials an normalen humanen Keratinozyten (NHK), an der transformierten 

Keratinozytenzelllinie HaCaT und an der Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25 

charakterisiert (Höltje et al., in press). Da eine Abbaureaktion an der Ketogruppe des Zucker-

analogen Fünfringes während der 48-stündigen Inkubation (37 °C) vermutet worden ist, 

wurde das wahrscheinlich stabilere Oxim-Derivat hinsichtlich der Passgenauigkeit in die 

Bindungstasche des Enzyms getestet, synthetisiert und nun wie HM-1 auf Zytotoxizität 

getestet.  

Für HM-1-Oxim konnte keine Steigerung der maximalen Inhibition im Vergleich zu HM-1 

festgestellt werden (Abb. 3-1). Auch wenn HM-1-Oxim unter den drei Keratinozytenarten 

SCC25 Zellen am deutlichsten hemmte (maximale Hemmung: 30 %, Tab. 3-1), war diese 

Maximalwirkung schwächer als die von HM-1 und sehr viel schwächer als die der 

Positivkontrolle Aphidicolin (47 % bzw. 62 %). HM-1-Oxim konnte anders als HM-1 nicht 

den Maximaleffekt von 5-FU erzielen (42 %). Hervorzuheben ist die geringe aktive 

Konzentration für HM-1-Oxim an SCC25 Zellen, die sogar unter der von Aphidicolin lag       

(-lg IC50 HM-1-Oxim 7,44 vs. Aphidicolin 6,29). An HaCaT Zellen unterschieden sich 

dagegen die maximale Inhibition und die -lg IC50-Werte von HM-1 und dem -Oxim nicht, die 

Wirkung war aber erst bei einer Konzentration von 10-4 M statistisch signifikant (p < 0,05 

gegenüber der Lösungsmittel-Kontrolle). Eine zu einem Wirkungsverlust von HM-1 führende 

Abbaureaktion während der 48-stündigen Inkubation bei 37 °C kann damit ausgeschlossen 

werden. Erwähnenswert ist die fehlende Wirkung von HM-1-Oxim auf NHK, was für eine 

gewisse Selektivität gegenüber den Tumorzellen spricht.  

Die Beeinflussung der Proliferation von NHK, HaCaT und SCC25 Zellen durch die 

Thymidin-Analoga 5-FU, HM-1 und HM-1-Oxim wurde nicht mittels [3H]-Thymidin-Einbau 

untersucht, da exogen zugeführtes Thymidin sowohl die Wirkung von HM-1 und HM-1-Oxim 

als auch den durch 5-FU hervorgerufenen endogenen dTTP-Mangel und damit den 

antiproliferativen Effekt dieser Substanzen antagonisieren sollte (Boucher et al., 2006). 
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Abb. 3-1: Zytotoxizitäts-Assay des Thymidin-Analogons HM-1-Oxim im Vergleich zu HM-1 an normalen 

humanen Keratinozyten (NHK, □), an der transformierten Keratinozytenzelllinie HaCaT (∆) und an der 

Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25 (○). MTT-Viabilitäts-Test nach 48 h Stimulation. (Dosis-

Wirkungskurven für HM-1 aus Richartz, 2007). 

 

Für Aphidicolin und 5-FU ist die Beeinflussung des Zellzyklus – eine deutliche Verschiebung 

in die S-Phase – bekannt und konnte für normale humane Keratinozyten, HaCaT und SCC25 

Zellen bereits gezeigt werden. Auch mit HM-1 wurde eine Beeinflussung des Zellzyklus 

festgestellt (Richartz, 2007). Bei Keratinozyten stieg der Anteil der Zellen in der G2-Phase 

von 16 % (Kontrolle, DMSO) auf 36 %, allerdings erst ab einer Konzentration von 10-4 M. 

Bei SCC25 Zellen war ebenfalls erst ab dieser Konzentration ein bemerkenswerter Effekt zu 

verzeichnen, der Anteil der subG1/tot-Fraktion stieg von 8 % der Kontrolle auf 65 %, was für 

eine starke zytotoxische Wirkung von HM-1 sprach. Da diese starke Wirkung im MTT-Test 

an kontaktinhibierten Zellen nicht erschien (Tab. 3-1), wurde der MTT-Test auch an nicht-

kontaktinhibierten SCC25 Zellen wiederholt und tatsächlich eine Steigerung der Zytotoxizität 

festgestellt.  

Daher sollte die Beeinflussung des Zellzyklus auch durch HM-1-Oxim untersucht werden, 

wobei HM-1 noch einmal getestet werden sollte, um die vorangegangenen Ergebnisse zu 

verifizieren. Für HM-1 konnten die Daten reproduziert werden. So stieg in Keratinozyten der 

G2-Anteil von 22 % der DMSO-Kontrolle auf 40 % und in SCC25 Zellen erhöhte sich der 

subG1/tot-Anteil von 9 auf 63 % (Abb. 3-2). Auch in der 2. Versuchsserie wurden Effekte 

erst ab einer Konzentration von 10-4 M verzeichnet. Für HM-1-Oxim wurde allerdings weder 

ein Einfluss auf die G2-Phase normaler humaner Keratinozyten noch die starke Zytotoxizität 

an SCC25 Zellen beobachtet. Insgesamt beeinflusste HM-1-Oxim den Zellzyklus kaum. 

Dieses Ergebnis entspricht der schwachen Wirkung im MTT-Test (Abb. 3-1). Daher wurde 

auf den MTT-Test an nicht-kontaktinhibierten SCC25 Zellen verzichtet. 
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Abb. 3-2: Zellzyklusanalyse von NHK und SCC25 Zellen nach 48 h Stimulation mit HM-1-Oxim im Vergleich 

zu HM-1. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zellzyklusphasen: blau - subG1/tot; gelb - G1; rot - S; grün - 

G2 

 

 

Costimulation mit HM-1-Oxim und 5-FU. Häufig wird durch Kombination zweier 

Pharmaka mit unterschiedlichen Angriffspunkten eine wirkungsvollere Therapie angestrebt, 

als Beispiel sei auf die Dreierkombination aus zwei nukleosidischen Reverse-Transkriptase-

Inhibitoren mit unterschiedlichen Aktivierungswegen und einem nicht nukleosidischen 

Reverse-Transkriptase-Inhibitor bzw. einem HIV-Proteasehemmer in der hochaktiven 

antiretroviralen Therapie (HAART) verwiesen. Mit dieser Behandlung kann die Zeit bis zum 

Erreichen des charakteristischen Endstadiums der AIDS-Erkrankung deutlich verlängert 

werden. Daher sollte durch Costimulation von NHK und SCC25 Zellen mit 5-FU und HM-1-

Oxim mittels MTT-Test auf einen möglichen synergistischen Effekt getestet werden. Die 

Verschiebung des Zellzyklus in die S-Phase durch den Thymidilatsynthasehemmer 5-FU 

erhöht theoretisch den Anteil der Zellen, die der Wirkung des neuen, potentiellen Pol-α-

Hemmer zugänglich sind. 
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Folgendes Stimulationsschema wurde gewählt: 

Costimulation mit einer Konzentration HM-1-Oxims, die nicht zytotoxisch ist (Versuch 1:   

10-7 M, Versuch 2: 5 x 10-6 M) in Gegenwart von 5-FU (10-7 M – 10-5 M) für 48 h. 

 
               NHK        SCC25 
 

-8 -7 -6 -5 -4
50

100

150

200

log C [M]

V
ia

bi
lit

ät
 %

-8 -7 -6 -5 -4
50

100

150

200

log C [M]

V
ia

bi
lit

ät
 %

 
 

Abb. 3-3: Zytotoxizitäts-Assay der Costimulation (schwarz) mit 5-FU + HM-1-Oxim 10-7 M (□) und 5-FU + 

HM-1-Oxim 5 x 10-6 (■), im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit 5-FU (□, grau gestrichelt) an normalen 

humanen Keratinozyten (NHK) und an der Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25. MTT-Viabilitäts-Test nach 

48 h Stimulation. 

 

Weder bei normalen humanen Keratinozyten noch bei SCC25 Zellen führte die Costimulation 

von 5-FU mit HM-1-Oxim zu einer synergistischen Wirkung (Abb. 3-3). Es ergaben sich 

sogar proliferative Effekte – bei SCC25 Zellen stärker als bei NHK. Bei NHK nahmen diese 

Effekte mit zunehmender 5-FU-Konzentration ab, bei SCC25 unterschieden sich die Kurven 

für die Costimulation deutlich von der 5-FU-Referenzkurve, die proliferativen Effekte 

nahmen sogar mit steigender Konzentration zu. 

 

Präinkubation mit 5-FU. In Analogie zur Costimulation wurden NHK und SCC25 Zellen 

mit 5-FU nach folgendem Stimulationsschema präinkubiert: 

Präinkubation mit 5-FU mit einer Konzentration, die nicht zytotoxisch ist (Versuch 1: 10-6 M, 

Versuch 2: 3 x 10-6 M), 24 h später Zugabe von HM-1-Oxim (10-7 M – 5 x 10-5 M) für 48 h. 

Die Präinkubation führte bei NHK und SCC25 Zellen zu keiner synergistischen Wirkung 

(Abb. 3-4). Auch bei diesem Stimulationsschema wurden proliferative Effekte an SCC25 

Zellen festgestellt, die stark von der HM-1-Oxim-Referenzkurve abwichen. 
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Abb. 3-4: Zytotoxizitäts-Assay nach Präinkubation (schwarz) mit 5-FU 10-6 M (□) bzw. 3 x 10-6 M (■), 24 h 

danach Stimulation (für 48 h) mit HM-1-Oxim, im Vergleich zu HM-1-Oxim ohne 5-FU-Präinkubation (□, grau 

gestrichelt) an normalen humanen Keratinozyten (NHK) und an der Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25. 

 
 

Insgesamt konnte weder mit Costimulation noch durch Präinkubation eine stärkere 

Zytotoxizität erreicht werden. Die Werte streuten zudem in allen Versuchen stark. 

Möglicherweise konkurrieren die beiden Thymidin-Analoga 5-FU und HM-1-Oxim um 

dieselben aktivierenden Enzyme. Analoge Versuche mit 5-FU und BuP-OH führten in 

vorangegangenen Arbeiten zu keinem signifikant synergistischen Effekt, es kam ebenfalls zu 

einer erhöhten Proliferation (Richartz, 2007). 
 

 

Tab. 3-1: Zytotoxizität der Thymidin-

Analoga HM-1 und HM-1-Oxim sowie der 

Guanosin-Analoga BuP-OH und isoHex-OH 

im Vergleich zu Aphidicolin und                  

5-FU (Positivkontrolle), und Foscarnet 

(Negativkontrolle). -lg IC50-Werte [M] + 

SEM und maximale Inhibition (%) im MTT-

Test nach 48 h Stimulation an NHK, HaCaT 

und SCC25 Zellen. n.d.: -lg IC50 ist nicht 

bestimmbar, maximale Inhibition ist < 15 %. 

(Werte für HM-1 und BuP-OH aus Richartz, 

2007). 
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3.1.2 Guanosin-Analoga 

 

IsoHex-OH. IsoHex-OH ist das iso-Hexyl-Analogon zu BuP-OH, das in vorangegangenen 

Untersuchungen deutlich stärker wirkte als HM-1 (Richartz, 2007), die 5’-OH-Gruppe am 

Zucker liegt unphosphoryliert vor. Bei BuP-OH und isoHex-OH könnte die intrazelluläre 

Aktivierung zum entsprechenden Triphosphat die Effektivität begrenzen, da die Einführung 

des ersten Phosphats wie unter 1.6.2 dargelegt der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist 

(Spadari et al., 1998). Im Zytotoxizitäts-Assay (MTT-Test, 48 h) ergaben sich für isoHex-OH 

ähnlich gute Ergebnisse wie für BuP-OH (Abb. 3-5), maximal wurde eine 46%ige (NHK) 

bzw. 54%ige (SCC25) Viabilitätsabnahme erreicht. Die Hemmung durch BuP-OH betrug 

66% (NHK) bzw. 65% (SCC25; Richartz, 2007). Damit übertreffen beide Substanzen die 

Maximaleffekte von 5-FU, die sehr ähnlichen aktiven Konzentrationen von isoHex-OH und 

BuP-OH übersteigen jedoch etwas die aktiven Konzentrationen von 5-FU (Tab. 3-1) wie die   

-lg IC50-Werte zeigen.  

Damit ergibt sich im Hinblick auf maximale Hemmung und aktive Konzentration (Tab. 3-1) 

folgende Abstufung der Wirksamkeit im MTT-Test: Aphidicolin > BuP-OH, isoHex-OH,     

5-FU > HM-1, HM-1-Oxim > Foscarnet. Die Voraussagen der Molecular Modelling Studien 

treffen somit im Wesentlichen zu. Da isoHex-OH entgegen dieser Voraussagen nicht 

effektiver ist als BuP-OH, könnte der Eintritt des Moleküls in die molekulare Tasche der 

Polymerase α durch die iso-Hexyl-Gruppe behindert sein (Höltje et al., in press). Angesichts 

der Nicht-Überlegenheit von isoHex-OH gegenüber BuP-OH, wurde auf Untersuchungen 

zum Thymidin-Einbau verzichtet. 
 

 

 

Abb. 3-5: Zytotoxizitäts-Assay des Guanosin-

Analogons isoHex-OH (schwarz durchgezogen) im 

Vergleich zu BuP-OH (grau gestrichelt) an normalen 

humanen Keratinozyten (NHK, □) und 

Plattenepithelkarzinomzellen (SCC25; ○). MTT-

Viabilitäts-Test nach 48 h Stimulation. (Dosis-

Wirkungskurven für BuP-OH aus Richartz, 2007). 
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Die durchflusszytometrischen Untersuchungen mit isoHex-OH ergaben allenfalls eine geringe 

Beeinflussung des Zellzyklus (Abb. 3-6). Das korreliert mit den für BuP-OH erhaltenen 

Werten, die nur einen geringen Einfluss auf den Zellzyklus der Zielzellen erkennen ließen 

(Richartz, 2007). 
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Abb. 3-6: Zellzyklusanalyse für normale humane Keratinozyten (NHK) und SCC25 Zellen nach 48 h 

Stimulation mit isoHex-OH. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zellzyklusphasen: blau - subG1/tot; gelb - 

G1; rot - S; grün - G2 

 

 

3.1.3 Guanosin-Analoga mit Phosphonatgruppe (Phosphonate) 
 

Wie erwähnt, müssen die nukleosidischen Pol-α-Inhibitoren durch Phosphorylierung in ihre 

Triphosphate überführt werden. Phosphonate sind als Monophosphat-Analoga mit einer 

metabolisch stabilen P-C-Bindung leichter aktivierbar als die Nicht-Phosphonate. 

Phosphonate sind zudem mäßig hydrophil und demzufolge für die Hautpenetration geeignet. 

Mittels Molecular Modelling Studien wurden OxBu, OxIsohex und OxHex (Tab. 2-3) 

identifiziert (Zdrazil et al., submitted), wobei es sich um Phosphonat-Analoga von BuP-OH, 

Isohex-OH (s. Kapitel 3.1.2) und das entsprechende n-Hexyl-Analogon handelt. Die in-vitro-

Untersuchungen erfolgten wiederum mit diesen Substanzen und nicht mit deren Diphosphaten 

(Triphosphat-Analoga). Die intrazelluläre Aktivierung erfolgt durch zelluläre Kinasen, deren 

Expression bereits in NHK und SCC25 Zellen nachgewiesen ist (Richartz, 2007). 

Zunächst wurden die Phosphonate an NHK, HaCaT Zellen und der 

Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25 im Vergleich zu Aphidicolin, 5-FU und BuP-OH 

mittels MTT-Test und [3H]-Thymidin-Einbau getestet. Außerdem wurden normale humane 

Fibroblasten in die Untersuchungen einbezogen, um zytotoxische Effekte auf das Korium 
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abschätzen zu können, falls die Substanzen bei entsprechender pharmazeutischer 

Formulierung so tief in die Haut penetrieren sollten. Foscarnet diente erneut als 

Negativkontrolle, da es in keinem der untersuchten Zelltypen einen Effekt aufwies.  

Mit OxBu und OxHex – beide mit n-Alkyl-Seitenkette – konnten vielversprechende 

Ergebnisse erzielt werden. OxBu wirkt im MTT-Test hochselektiv: NHK und HaCaT-Zellen 

wurden so gut wie nicht angegriffen, während die Viabilität von SCC25 Zellen maximal um 

39 % sank (Abb. 3-3; Tab. 3-2). Die maximale Hemmung durch OxBu entspricht fast der von 

5-FU, doch ist die aktive Konzentration von OxBu erheblich kleiner. So betragen die -lg IC50-

Werte für OxBu 9,43, für 5-FU 6,01. OxBu wirkt auf SCC25 Zellen in 1000-fach bzw. 

10.000-fach geringeren Konzentrationen als Aphidicolin und BuP-OH (Tab. 3-2), allerdings 

ist die maximale Hemmung der Zellviabilität durch OxBu deutlich geringer als die der 

Referenzsubstanzen (max. Inhibitionen in SCC25 Zellen: OxBu 39 % vs 62 % bzw. 65 % für 

Aphidicolin bzw. BuP-OH). Die Tumorselektivität von OxBu konnte durch Untersuchungen 

an der Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC4 untermauert werden, welche OxBu maximal zu 

ca. 47 % in der Viabilität hemmte.  

OxHex hemmte die Viabilität von SCC25 Zellen mit maximal 74 % sogar deutlich stärker als 

OxBu und die aktive Konzentration war ähnlich gering wie die von OxBu (Abb. 3-7; Tab.    

3-2). Zwar wurden NHK von OxHex stärker angegriffen als von OxBu, jedoch war die 

maximale Inhibition mit 43 % wesentlich geringer als bei SCC25 Zellen. Die 

Maximalwirkungen an NHK entsprechen denen von 5-FU, die aktive Konzentration von 

OxHex ist wieder sehr gering (-lg IC50 OxHex: 7,89 vs. 5-FU: 5,08). Ebenso wie NHK 

wurden HaCaT Zellen bei maximal 17%iger Hemmung nur moderat durch OxHex 

beeinflusst. Somit besteht auch für OxHex eine gewisse Tumorselektivität.  

Beim Vergleich der beiden Phosphonate ergibt sich für OxHex der Vorteil einer stärkeren 

Zytotoxizität, während sich OxBu durch die Resistenz der NHK auszeichnet – bei 

mittelstarker Wirkung auf SCC25. Die aktiven Konzentrationen sind niedrig, wodurch eine 

topische Therapie erleichtert wird.  

Normale humane Fibroblasten wurden von OxBu bzw. OxHex zu 62 % bzw 65 % geschädigt 

(Tab. 3-2), wobei OxHex bereits in niedrigen (-lg IC50 8,25), OxBu dagegen erst in hohen 

Konzentrationen (-lg IC50 ca. 4,27) zytotoxisch wirkte. Insofern ist eine stärkere Schädigung 

des Koriums durch OxHex als durch OxBu zu erwarten. Allerdings wirken auch die 

Referenzsubstanzen Aphidicolin, 5-FU und BuP-OH auf Fibroblasten toxisch. 
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Entsprechend den Ergebnissen des Molecular Modelling müsste OxIsohex, welches eine Iso-

Hexyl-Seitenkette besitzt, ein sehr starker Inhibitor der Pol α sein. Allerdings konnte das nicht 

nachgewiesen werden. Bezogen auf die maximale Hemmung war OxIsohex sogar weniger 

zytotoxisch als isoHex-OH. Doch zeigte OxIsohex eine Zellselektivität: es griff NHK nicht 

an, wirkte aber auf SCC25 Zellen zytotoxisch, wenn auch mit maximal 20 % 

Viabilitätshemmung nur sehr moderat (Abb. 3-7; Tab. 3-2). SCC4 Zellen wurden zu ca. 47 % 

gehemmt. Allerdings lieferte diese Zelllinie meist uneindeutige Ergebnisse, so dass eine 

genaue Analyse der Daten ausgeschlossen war. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde daher 

auf SCC4 Zellen verzichtet. 
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Abb. 3-7: Zytotoxizitäts-Assay der Guanosin-Analoga 

OxBu, OxHex und OxIsohex an normalen und 

veränderten Hautzellen: normale humane Keratinozyten 

(NHK, □), HaCaT Zellen (∆), Fibroblasten (◊) und 

Plattenepithelkarzinomzellen SCC25 (○). MTT-

Viabilitäts-Test nach 48 h Stimulation.  

 
 

Ferner wurde der [³H]-Thymidin-Einbau gemessen, um den Einfluss von OxBu und OxHex 

auf die Proliferation der Zellen zu klären (Abb. 3-8). OxBu zeigte auch im Proliferationsassay 

keinen Effekt auf NHK und HaCaT Zellen, verringerte aber die Proliferation von SCC25 

Zellen um bis zu 74 %, d.h. OxBu wirkte auf SCC25 Zellen stärker antiproliferativ als 

zytotoxisch (Tab. 3-2). Die Ergebnisse für OxHex stimmten mit den im MTT-Test erhaltenen 

überein: NHK wurden zu maximal 41 %, HaCaT mit 17 % moderat und SCC25 Zellen mit  
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69 % stark angegriffen. An der Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25 traten die Effekte 

beider Phosphonate bereits in niedrigen Konzentrationen auf (-lg IC50 OxBu 9,14; -lg IC50 

OxHex 7,39). Damit weisen beide Testsysteme auf eine starke Wirkung von OxHex und 

mittelstarke Wirkung von OxBu hin. Aphidicolin und BuP-OH inhibieren die DNA-Synthese 

von NHK komplett und greifen auch HaCaT Zellen stark an. An SCC25 Zellen bleibt 

Aphidicolin interessanterweise hinter den getesteten Phosphonaten zurück (Tab. 3-2). Wie 

bereits ausgeführt, kann 5-FU nicht in die Tests zum Thymidin-Einbau einbezogen werden. 

OxIsohex beeinflusste die Proliferation von HaCaT Zellen nicht. Die Proliferation von NHK 

wurde zunächst stark beschleunigt, verringerte sich aber ab einer Konzentration von ca.        

10-7 M (ohne Abbildung). Die maximale Hemmung der Proliferation (bei 10-4 M) gegenüber 

der unbehandelten Kontrolle betrug an NHK 22 %, an SCC25 Zellen maximal 64 %.  

Da OxBu und OxHex klar wirksamer waren als OxIsohex, wurde dieses in weiteren 

Untersuchungen nicht mehr mitgeführt. Das Fehlen der erwarteten Wirksamkeit dieser 

Substanz könnte mit einem erschwerten Zugang der nicht-linearen Seitenkette zum aktiven 

Zentrum des Enzyms (Pol α) zusammenhängen (Zdrazil et al., submitted) – dies hatte bereits 

der Vergleich der Wirkung von BuP-OH mit isoHex-OH gezeigt.  
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Abb. 3-8: Proliferations-Assay der Guanosin-Analoga OxBu und OxHex an normalen und veränderten 

Hautzellen: normale humane Keratinozyten (NHK, □), HaCaT Zellen (∆), Fibroblasten (◊) und 

Plattenepithelkarzinomzellen SCC25 (○). [3H]-Thymidin-Einbau nach 24 h Stimulation. 

 

 

Aufgrund der starken Wirksamkeit von OxBu und OxHex, sollten diese an weiteren 

Tumorzelllinien (HT29, MCF7, T24, SISO) untersucht werden. Die Referenzsubstanzen 

Aphidicolin, 5-FU und BuP-OH wurden ebenfalls getestet (Abb. 3-9). Größtenteils lagen die  



ERGEBNISSE  

 - 61 - 

-lg IC50-Werte für die fünf Substanzen zwischen 7 und 9 (Tab. 3-2). Hervorzuheben ist die 

Toxizität von 5-FU auf T24 Zellen bereits in sehr niedrigen Konzentrationen (-lg IC50: 12,55). 

Gleiches gilt für die Wirkung von OxBu auf HT29 Zellen (-lg IC50: 11,31) und von OxHex 

auf MCF7 Zellen (-lg IC50: 9,25). Für die Zelllinien HT29, MCF7 und T24 lagen die 

maximalen Hemmungen hauptsächlich im Bereich 50 – 70 %. Besonders groß war die 

maximale Inhibition von BuP-OH an MCF7 Zellen (75 %), überraschend gering die von 5-FU 

an T24 Zellen (43 %), die sehr niedrige aktive Konzentration (s.o.) hätte eine stärkere 

Zytotoxizität erwarten lassen. Die maximale Viabilitätshemmung an SISO Zellen lag 

zwischen 38 % (BuP-OH) und 51 % (Aphidicolin). OxBu und OxHex wirkten somit auch an 

den vier zusätzlich untersuchten Tumorzelllinien zuverlässig – OxBu sogar mit größerem 

Maximaleffekt als bei SCC25 Zellen. Bei OxHex übertraf die zytotoxische Wirkung auf diese 

Tumorzelllinien die Schädigung von SCC25 Zellen nicht. Für Aphidicolin und BuP-OH 

wurde eine durchgängig starke, zellunspezifische Zytotoxizität gezeigt.  

Ferner wurden OxBu und OxHex hinsichtlich ihrer antiproliferativen Wirkung an den 

genannten Tumorzelllinien untersucht (Abb. 3-10). Die -lg IC50-Werte lagen im Bereich 7 bis 

9, dies stimmte gut mit den Werten des Zytotoxizitätsassays überein. Die maximale 

Hemmung des Thymidin-Einbaus war im Allgemeinen etwas geringer als die im MTT-Test 

(Tab. 3-2). OxBu zeigte an MCF7 Zellen mit einem Maximaleffekt von 47 % und einem         

-lg IC50-Wert von 8,96 die stärkste Wirkung, OxHex war weniger aktiv (-lg IC50: 7,01), 

hemmte die Proliferation aber zu maximal 61 %. Auffällig sind die Ergebnisse an HT29 

Zellen: OxHex zeigte einen Maximaleffekt von nur 24 %, OxBu förderte sogar die 

Proliferation.  
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Abb. 3-9: Zytotoxizitäts-Assay der Guanin-Analoga OxBu und OxHex an den Tumorzelllinien SCC25 (rot), 

HT29 (lila), MCF7 (weinrot), T24 (orange), SISO (grau). MTT-Viabilitäts-Test nach 48 h Stimulation.  
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Abb. 3-10: Proliferations-Assay der Guanin-Analoga OxBu und OxHex an den Tumorzelllinien SCC25 (rot), 

HT29 (lila), MCF7 (weinrot), T24 (orange), SISO (grau). [3H]-Thymidin-Einbau nach 24 h Stimulation. 

 

 

Tab. 3-2: Zytotoxizität und Proliferationshemmung der Guanin-Analoga OxBu, OxHex und OxIsohex mit den 

Referenzsubstanzen Aphidicolin, 5-FU und BuP-OH an den genannten Zelllinien: -lg IC50-Werte [M] + SEM 

und maximale Inhibition (%). MTT-Viabilitäts-Test nach 48 h Stimulation, [3H]-Thymidin-Einbau nach 24 h 

Stimulation. n.d.: -lg IC50 ist nicht bestimmbar, maximale Inhibition < 15 %.  
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40 %
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69 %

7,31 + 0,20
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17 %

5,99 + 0,26

41 %

-lg IC50 [M] + SEM

Max. Inhibition
OxHex

8,77 + 0,14
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9,12 + 0,11
74 %
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65 %
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17 %
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Max. Inhibition

OxHex

SISOT24MCF7HT29SCC25FbHaCaTNHKProliferation 24 h
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Max. Inhibition
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Mit Hilfe der Zellzyklusanalyse (48 h) sollte geklärt werden, ob die Phosphonate den 

Zellzyklus von NHK, HaCaT und SCC25 Zellen in bestimmten Phasen arretieren, wodurch 

die erhöhten Einbauraten in den Versuchen zum Thymidin-Einbau erklärt werden könnten 

(Abb. 3-10). Allerdings ergab die Zellzyklusanalyse keine gravierende Beeinflussung des 

Zellzyklus durch OxBu (Abb. 3-11) bzw. OxIsohex (Daten nicht gezeigt). OxBu beeinflusste 

auch den Zellzyklus von Fibroblasten, HT29 und MCF7 Zellen nicht wesentlich (Daten nicht 

gezeigt). Da mit diesen Untersuchungen keine weiterführenden Aussagen möglich waren, 

wurde auf die Untersuchungen mit den anderen Tumorzelllinien und OxHex verzichtet.  
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Abb. 3-11: Zellzyklusanalyse für NHK, HaCaT und SCC25 Zellen nach 48 h Stimulation mit OxBu. Dargestellt 

ist der prozentuale Anteil der Zellzyklusphasen: blau - subG1/tot; gelb - G1; rot - S; grün - G2 
 

 

3.1.4 Diethylester-Vorstufen der Phosphonate 
 

Da Keratinozyten stark Esterasen exprimieren (Gysler et al., 1997; Ngawhirunpat et al., 

2003; Haberland et al., 2006), sollte überprüft werden, ob auch die vorletzte Synthesestufe 

der Pol-α-Hemmer OxBu und OxHex – die entsprechenden Diethylester (DE, OxBu-DE; 

OxHex-DE) – als Arzneistoffe geeignet sein könnten. Deren höhere Lipophilie könnte zudem 

die Aufnahme in die Targetzellen erleichtern, in denen durch zytosolische Hydrolasen die 

beiden Ethylestergruppen abgespalten werden. Somit stünde eine größere Menge OxBu bzw. 

OxHex für die Hemmung der Pol α zur Verfügung. Da die Diethylester-Vorstufen zunächst 

hydrolisiert und anschließend in die Phosphonat-Diphosphate überführt werden müssen, 

stellen sie Prä-Prodrugs dar.  

An NHK und SCC25 Zellen wurden daher die Zytotoxizität und Proliferationshemmung von 

OxBu-DE und OxHex-DE untersucht. Die pharmakologischen Kennzahlen für OxBu-DE und 

OxHex-DE sind in Tabelle 3-3 aufgeführt, die der Referenzsubstanzen sowie der 

Muttersubstanzen OxBu und OxHex in Tabelle 3-2.  



ERGEBNISSE  

 - 64 - 

Tab. 3-3: Zytotoxizität und Proliferationshemmung der Prä-Prodrugs OxBu-DE und OxHex-DE: -lg IC50-Werte 

[M] + SEM und maximale Inhibition (%).  

 

7,38 + 0,15

69 %

7,36 + 0,20

63 %
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7,01 + 0,24
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8,11 + 0,25
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OxBu-DE griff sowohl NHK als auch SCC25-Zellen stärker an als OxBu (Abb. 3-12). Die 

maximale Zytotoxizität von OxBu-DE betrug für NHK 57 % und für SCC25 Zellen 72 %, die 

der Muttersubstanz OxBu 0 % bzw. 39 %. Allerdings änderte sich für das Prä-Prodrug OxBu-

DE nicht der wirksame Konzentrationsbereich, wie die -lg IC50-Werte erkennen lassen. 

OxHex-DE hemmte die Viabilität der SCC25 Zellen nicht stärker als OxHex. Dies trifft 

gleichermaßen auf die maximalen Hemmungen sowie die -lg IC50-Werte zu. Allerdings 

erhöhte sich für OxHex-DE die Toxizität auf NHK. Die stärkere Schädigung normaler 

humaner Keratinozyten durch beide Prä-Prodrugs ist bei einer zukünftigen topischen Therapie 

nicht erwünscht.  
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Abb. 3-12: Zytotoxizitäts-Assay der Prä-Prodrugs OxBu-DE und OxHex-DE (schwarz durchgezogen) im 

Vergleich zu den Muttersubstanzen (grau gestrichelt) an normalen humanen Keratinozyten (NHK, □) und der 

Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25 (○). MTT-Viabilitäts-Test nach 48 h Stimulation.  
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Die Resultate des [³H]-Thymidin-Einbaus stimmten gut mit denen des MTT-Tests überein. 

Auch im Proliferations-Assay zeigte sich für beide Diethylestervorstufen eine stärkere 

Schädigung von NHK im Vergleich zu den Muttersubstanzen (Abb. 3-13), wodurch die 

Selektivität für die Tumorzellen fast komplett verloren ging. Allerdings beeinflussten OxBu-

DE und OxHex-DE die Proliferation der SCC25 Zellen nicht stärker als die freien 

Phosphonate. 

Das Wirkprofil der Diethylester-Vorstufen ist somit ungünstiger als das von OxBu und 

OxHex – auf weitere Untersuchungen wurde deshalb verzichtet. 
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Abb. 3-13: Proliferations-Assay der Prä-Prodrugs OxBu-DE und OxHex-DE (schwarz durchgezogen) im 

Vergleich zu den Muttersubstanzen (grau gestrichelt) an normalen humanen Keratinozyten (NHK, □) und der 

Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25 (○). [3H]-Thymidin-Einbau nach 24 h Stimulation.  

 

 

3.1.5 Korrelation Molecular Modelling  –  Zytotoxizität 
 

Als Resultate der Molecular Modelling Studien wurden Nukleosid-Analoga verschiedener 

Struktur vorgeschlagen. Substanzen mit einer azyklischen, „geöffneten“ Zuckerkomponente 

(OxBu, OxIsohex, OxHex) sollten in ihrer Bindungsaffinität zum aktiven Zentrum der Pol α 

und ihren Wechselwirkungsenergien mit dem Enzym den Nukleosid-Analoga mit intaktem 

Zuckerrest (BuP-OH, isoHex-OH) überlegen sein. Die größere Flexibilität der azyklischen 

Seitenketten ermöglicht eine bessere Anpassung der entsprechenden Triphosphat-Analoga an 

die Bindungstasche (Zdrazil et al., submitted). Außerdem wurden die lipophileren Vertreter 

mit einer iso-Hexyl- bzw. n-Hexyl-Seitenkette als wirksamer eingestuft als die Butyl-

Derivate, da eine bessere Ausnutzung der Seitentasche unter entsprechender Wechselwirkung 

möglich ist (Zdrazil et al., submitted). Innerhalb einer Simulationsserie (ohne IsoHex-OH) 
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lagen die relativen Scores der azyklischen Substanzen für die Affinität zum aktiven Zentrum 

klar höher als für BuP-OH (Zdrazil et al., submitted). Für die schlussendlich synthetisierten 

Komponenten (relative Scores: BuP-OH 10,70; OxBu 14,30; OxIsohex 15,02; OxHex 15,80) 

war die Prädiktivität der Molecular Modelling Studien sehr gut, ausgenommen der iso-Hexyl-

Derivate, die im MTT-Test eine relativ geringe Zytotoxizität zeigten (Abb. 3-14). Als Ursache 

der Abweichung von OxIsohex ist wie bei isoHex-OH an eine sterische Hinderung beim 

Eindringen in die Bindungstasche für die verzweigte Alkylseitenkette zu denken. 
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Abb. 3-14: Korrelation zwischen dem Docking Score von BuP-OH (♦), OxBu (■), OxIsohex (▲) and OxHex 

(●) aus den Molecular Modelling Studien und dem -lg IC50-Wert, berechnet aus den Dosis-Wirkungskurven des 

Zxtotoxizitätstests (MTT-Test) an SCC25 Zellen. 

 

 

 

3.2 Analytik 
 

Der zweite Teil des Dissertationsvorhabens beschäftigte sich mit der Entwicklung einer 

analytischen Detektions- und Quantifizierungsmethode (HPLC) für die pharmakologisch 

interessantesten Substanzen und deren voraussichtliche Metaboliten. Die Entwicklung dieser 

Methoden baute auf veröffentlichten Verfahren zur Analytik von Pyrimidin- und Purin-

Derivaten sowie von Purinnukleosid-Phosphonaten wie Adefovir oder Tenofovir auf 

(Decosterd et al., 1999; Rezk et al., 2005; Vávrová et al., 2007). 
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3.2.1 Entwicklung der HPLC-Methode für die Thymin- und Guanin-Reihe 

 

Zunächst sollte eine Methode für die Thymin-Reihe (Thymin, Tn; Thymidin, Td; Thymidin-

Monophosphat, dTMP; Thymidin-Diphosphat, dTDP; Thymidin-Triphosphat, dTTP) und 

Guanin-Reihe (Guanin, Gn; Guanosin, Gs; Guanosin-Monophosphat, GMP; Guanosin-

Diphosphat, GDP; Guanosin-Triphosphat, GTP) entwickelt werden, mit der sich jeweils die 

Pyrimidin- bzw. Purinbase, Nukleosid, Nukleotid sowie die entsprechenden Di- und 

Triphosphate nebeneinander bestimmen lassen. Die Methode sollte auf Nukleosid-Analoga 

übertragbar sein. 

Voraussetzung für die HPLC-Analytik bei Raumtemperatur (Rt) ist eine ausreichende 

Stabilität der Untersuchungslösungen für einige Tage. Daher wurden zunächst 

Stabilitätsuntersuchungen für die Substanzlösungen der Thymin-Reihe und Guanin-Reihe 

über einen Zeitraum von 120 h (Messpunkte: 0, 24, 48, 72, 96, 120 h) bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Ein signifikanter Abbau wurde nicht festgestellt, so dass in Zeitbereichen von    

1 – 2 Tagen bei Rt gemessen werden kann. Allerdings unterliegen die Di- und Triphosphate 

offenbar schon beim Herstellen der Lösung einem gewissen Abbau (Tabelle 3-4).  

 
Tab. 3-4: Stabilitätsuntersuchung der Thymin-Reihe und Guanin-Reihe, Darstellung der Differenz der 

Abbauproduktsummen (%), exemplarisch für die Messpunkte 0 h und 120 h; Daten für die Messpunkte 24, 48, 

72 und 96 h nicht gezeigt. 

 

Guanin-ReiheThymin-Reihe

7,61
5,64
2,86
1,16
n. d.

Summe
Abbauprodukte 
(%)

120 h

3,06
1,00
4,44
0,63
0,47

Differenz 
(%)

0 hMesspunkt120 h0 hMesspunkt

3,104,51GTP13,039,97dTTP

0,345,30GDP13,3412,34dTDP

2,220,64GMP7,372,93dTMP

0,340,82Gs3,222,59Td

/n. d.Gn1,921,45Tn

Differenz 
(%)

Summe
Abbauprodukte 
(%)

SubstanzSumme
Abbauprodukte 
(%)

Summe
Abbauprodukte 
(%)

Substanz

Guanin-ReiheThymin-Reihe

7,61
5,64
2,86
1,16
n. d.

Summe
Abbauprodukte 
(%)

120 h

3,06
1,00
4,44
0,63
0,47

Differenz 
(%)

0 hMesspunkt120 h0 hMesspunkt

3,104,51GTP13,039,97dTTP

0,345,30GDP13,3412,34dTDP

2,220,64GMP7,372,93dTMP

0,340,82Gs3,222,59Td

/n. d.Gn1,921,45Tn

Differenz 
(%)

Summe
Abbauprodukte 
(%)

SubstanzSumme
Abbauprodukte 
(%)

Summe
Abbauprodukte 
(%)

Substanz

 

 

 

Die Trennung erfolgte auf der C18 – Reversed Phase Säule LiChroCART® 125-4 

LiChrospher® 100 RP-18 (5 µm). Zunächst wurde versucht, die Thymin-Reihe mit einer 

Gradientenelution mit Acetonitril und einem Acetat-Essigsäure-Puffer zu trennen. Dem lag 
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die Überlegung zugrunde, dass die 5 Substanzen unterschiedlich protoniert werden und so in 

ihrer Polarität differenzieren. Mit dieser Methode konnten lediglich Thymin und Thymidin, 

nicht aber die 3 Phosphate getrennt werden (Daten nicht gezeigt). Auch ein NH4H2PO4-Puffer 

führte nicht zu einer ausreichenden Trennung. Schließlich wurde mit einem 

Tetrabutylammoniumchlorid-Puffer (TBA-Cl-Puffer) gearbeitet. Decosterd et al. (1999) 

haben bereits eine Methode zur Trennung von Desoxyribonukleosid- und Ribonukleosid-

Triphosphaten mit TBA-Cl veröffentlicht. Es wurden die von Decosterd et al. (1999) 

vorgeschlagenen Laufmittel verwendet (Puffer A und B, siehe 2.1.4.7). TBA-Cl diente als 

Ionenpaarreagenz, wobei das Tetrabutylammonium-Ion (TBA+) mit der negativen Ladung der 

Phosphatgruppe(n) (P-) interagiert und mit dTMP, dTDP, dTTP Assoziate unterschiedlicher 

Stöchiometrie und Polarität bildet. dTMP assoziiert mit einem Molekül TBA+ und ist 

demzufolge in der Reihe der Phosphate das am wenigsten lipophile, wohingegen dTTP mit 3 

Molekülen TBA+ assoziert und damit die längste Retentionszeit aufweisen müsste. Thymin 

und Thymidin bilden kein Ionenpaar, da sie keine permanente Ladung tragen, müssten aber 

aufgrund ihrer unterschiedlichen Polarität getrennt werden (s.o.). Mit dieser Methode konnten 

alle 5 Substanzen der Thymin-Reihe erstmals getrennt werden. Allerdings erwies sich die 

Methode nach Decosterd et al. (1999) als zu lang (160 min) und die Trennqualität als noch 

nicht ausreichend – keine Basislinientrennung. Mittels Gradientenelution konnten die 

Trennleistung erhöht und die Elutionsdauer auf 75 min verkürzt werden (Methode, siehe 2.2.5 

HPLC Analytik, Phosphattrennung mit TBA-Cl). Mit derselben Methode gelang auch die 

Trennung von Guanin, Guanosin, GMP, GDP und GTP. Abbildung 3-15 zeigt exemplarisch 

Originalregistrate der Trennung der Thymin- bzw. Guanin-Reihe. Die Konzentration der 

Einzelsubstanzen betrug 10-5 M für die Thymin-Reihe (10 nmol/ml, entsprechend in µg/ml: 

Tn 1,26; Td 2,42; dTMP 3,66; dTDP 4,49; dTTP 5,32) und 8 x 10-6 M für die Guanin-Reihe 

(8 nmol/ml, entsprechend in µg/ml: Gn 1,21; Gs 2,26; GMP 3,26; GDP 3,92; GTP 4,58). Die 

unterschiedlichen Peakflächen der Einzelsubstanzen ergeben sich aus den verschieden starken 

UV-Absorptionen bei 260 nm.  

In weiteren Versuchen konnten mit dieser Methode auch 5-FU, Bup-OH, HM-1, HM-1-Oxim, 

Zalcitabin, Capecitabin und Aciclovir detektiert und deren Retentionszeiten (RT) bestimmt 

werden (Tab. 3-5).  
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Thymin-Reihe 

13,15dTDP

10,84dTMP

15,39dTTP

7,89Td

4,59Tn

mittlere 
Retentionszeit in 
min (Mittel, n= 3)

Tn

Td

dTMP

dTDP

dTTP

13,15dTDP

10,84dTMP

15,39dTTP

7,89Td

4,59Tn

mittlere 
Retentionszeit in 
min (Mittel, n= 3)

Tn

Td

dTMP

dTDP

dTTP

 
 

Guanin-Reihe          Abb. 3-15: Originalregistrate 

für die HPLC-Trennung der 

Thymin- und Guanin-Reihe mit 

der Methode der 

Phosphattrennung mit TBA-Cl. 

Die Konzentration betrug für 

die Thymin-Reihe 10-5 M, für 

die Guanin-Reihe 8 x 10-6 M. 

UV-Absorption 260 nm, 

Flussrate 0,5 ml/min, 

Injektionsvolumen 30 µl, 

Raumtemperatur (Rt).  
 

 
Tab. 3-5: Mittlere Retentionszeiten von 5-FU, Bup-OH, HM-1, 

HM-1-Oxim, Zalcitabin, Capecitabin und Aciclovir mit der HPLC-

Methode der Phosphattrennung mit TBA-Cl. Die Retentionszeiten 

sind als Mittelwerte aus mindestens 3 Einzelbestimmungen 

angegeben. 
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Im Folgenden wurde die Linearität der Peakflächen im Bereich 10-6 M bis 10-3 M (1 –       

1000 nmol/ml) getestet, diese war für beide Substanz-Reihen nur bedingt gegeben und für die 

Guanin-Reihe insgesamt etwas besser (Abb. 3-16). Die Korrelationskoeffizienten betrugen für 

die Thymin-Reihe 0,906 – 0,944 und waren für Gs, GMP, GDP und GTP größer 0,99. Da für 

Guanin die Peakflächen insgesamt kleiner waren, ist dessen lineare Regression zusätzlich mit 

kleinerer Skalierung dargestellt, r2 betrug 0,734. 

Anschließend wurde der Bereich 1 – 8 x 10-6 M (1 – 8 nmol/ml) näher untersucht (Abb. 3-17), 

die Abhängigkeit der Peakflächen von der Konzentration war im Bereich 2 – 8 x 10-6 M 

linear. Die resultierende Bestimmungsgrenze ist in Tabelle 3-6 dargestellt. Die Korrelation für 

die Guanin-Reihe war auch in dem Konzentrationsbereich 1 – 8 x 10-6 M etwas besser als für 

die Thymin-Reihe. Die Korrelationskoeffizienten betrugen für die Thymin-Reihe 0,948 – 

0,998 und für Gs, GMP, GDP und GTP 0,928 – 0,987, für Guanin betrug r2 0,813. 
 

Tab. 3-6: Bestimmungsgrenze der HPLC-Methode der Phosphattrennung mit TBA-Cl für die Einzelsubstanzen. 

Substanz Tn Td dTMP dTDP dTTP Gn Gs GMP GDP GTP 

Bestimmungs- 
grenze (µg/ml) 

 
0,252 

 
0,484 

 
0,783 

 
0,898 

 
1,064 

 
0,303 

 
0,565 

 
0,815 

 
0,980 

 
1,145 
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Abb. 3-16: Abhängigkeit der Peakflächen von der 

Konzentration (10-6 M bis 10-3 M) bei der Thymin-

Reihe und Guanin-Reihe. Base (schwarz), Nukleosid 

(rot), NMP (grün), NDP (blau), NTP (lila). Die 

Analytik erfolgte mit der HPLC-Methode der 

Phosphattrennung mit TBA-Cl. Die einzelnen 

Datenpunkte wurden aus mindestens 3 Einzelwerten 

gemittelt. 
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Abb. 3-17: Abhängigkeit der Peakflächen von der Konzentration (1 – 8 x 10-6 M) bei der Thymin-Reihe und 

Guanin-Reihe. Base (schwarz), Nukleosid (rot), NMP (grün), NDP (blau), NTP (lila). Die Analytik erfolgte mit 

der HPLC-Methode der Phosphattrennung mit TBA-Cl. Die einzelnen Datenpunkte wurden aus mindestens 3 

Einzelwerten gemittelt.  
 

 

3.2.2 Entwicklung der HPLC-Methode für OxBu und OxHex  
 

Voraussetzung für die HPLC-Analytik bei Raumtemperatur ist eine ausreichende Stabilität 

der Untersuchungslösungen für einige Tage. Daher wurden zunächst orientierende 

Stabilitätsuntersuchungen auch für die Lösungen von OxBu und OxHex (10-4 M) 

durchgeführt. Diese waren mindestens 48 h sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 37 °C 

stabil. Lagerung bei -20 °C gewährleistete eine mindestens 3-monatige Stabilität (Daten nicht 

gezeigt); länger wurden die Untersuchungslösungen nicht verwendet (siehe 2.1.4.3 Lösungen 

der Testsubstanzen). Ein von der Firma Chiracon GmbH durchgeführter orientierender 

Stresstest ergab eine deutliche Zersetzung von OxBu unter stark oxidativen Bedingungen     

(2,5 M H2O2) und großer Hitzeeinwirkung (trockene Hitze, 100 °C). Im sauren Milieu kam es 

wahrscheinlich nur zu einer Verschiebung der Ladungen innerhalb des Moleküls oder der 

Bildung eines inneren Salzes, wodurch der Hauptpeak eine geringfügig längere Retentionszeit 

aufwies. Gegenüber basischen Stress-Einflüssen war OxBu relativ stabil (Zuhse et al., 2008). 
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3.2.2.1 Basische Phosphonattrennung 

 

Für die Analytik von OxBu wurde zunächst eine HPLC-Trennung mit der C18-RP-Säule 

LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 (5 µm) auf Wasser-Acetonitril-Basis entworfen. 

Damit wurde die Substanz zwar als sauber definierter Peak, aber zu früh eluiert (RT ca.          

1 min), so dass eventuelle Metaboliten oder Abbauprodukte voraussichtlich nicht abgetrennt 

werden können. Daher wurde nach Rücksprache mit der Chiracon GmbH, welche das Upscale 

der optimierten Synthese von OxBu und OxHex übernommen hatte, deren Methode 

übernommen und folgende Konditionen eingestellt: isokratischer Fluss der wässrigen (Wasser 

+ 0,1 % TEA) und organischen Phase (Acetonitril/Methanol, 40:60 + 0,1 % TEA) im 

Verhältnis 80:20 über 25 min, UV-Detektion mit 270 nm. Die Flussrate wurde von              

0,3 ml/min auf 0,8 ml/min erhöht. Mit dieser Methode wird OxBu nach ca. 4 Minuten als 

sauber definierter Peak isoliert (Abb. 3-18). Der Peak nach ca. 2 min ist ein Artefakt und 

vernachlässigbar.  

 
 

 

Abb. 3-18: Ausschnitt eines HPLC-

Diagramms nach Injektion von 10 µl 

OxBu-Lösung (10-4 M) mit der von 

der Chiracon GmbH (Luckenwalde) 

übernommenen HPLC-Methode: 

isokratische Trennung (wässrige zu 

organischer Phase, 80:20, siehe 

Text), UV-Detektion bei 270 nm, 

Flussrate 0,8 ml/min, Rt. 

 

 

Da die Basizität der Laufmittel (pH wässrige Phase: 10,6) auf Dauer zur Zersetzung der Säule 

führte, wurde für die weiteren Untersuchungen die bis pH 11 stabile Säule CC250/4 

Nucleodur C18 Gravity (5 µm) eingesetzt. Zusätzlich wurde ein Gradient in die Methode 

eingeführt (siehe 2.2.5 HPLC-Analytik, Methode: basische Phosphonattrennung), um einen 

größeren Polaritätsbereich zu erfassen und so eventuelle Abbauprodukte oder später 

Metaboliten erkennen zu können.  

 

OxBu
RT: 3,91 min
OxBu
RT: 3,91 min
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Im Chromatogramm zeigten sich allerdings stets je 2 Peaks unterschiedlicher Größe für OxBu 

und OxHex, die wahrscheinlich 2 verschiedene Salze dieser Phosphonate darstellen (Abb.    

3-19). Die Retentionszeiten lagen für OxBu bei durchschnittlich 2,43 und 9,15 Minuten und 

für OxHex bei 2,44 und 11,21 Minuten, (die mittleren Retentionszeiten wurden aus 

mindestens 3 Einzelwerten berechnet). Die Flächen der einzelnen Peaks korrelierten linear 

mit den Konzentrationen (r2 > 0.99, Abb. 3-20). Trennung einer Mischung von OxBu und 

OxHex ergab für den ersten Peak beider Substanzen eine nahezu identische Retentionszeit. Es 

wurde nicht geklärt, ob dieser Peak zu einem gemeinsamen Abbauprodukt gehört oder eine 

Salzform von OxBu und OxHex darstellt, die ähnliches Retentionsverhalten aufweist. Eine 

saubere Analytik erfordert allerdings Chromatogramme mit einem Peak pro Substanz. Die 

Methode ist daher zur Validierung ungeeignet. 
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Abb. 3-19: Chromatogrammausschnitte für OxBu und OxHex (C = 10-5 M). Gradientmethode der basischen 

Phosphonattrennung. Flussrate: 0,8 ml/min, UV-Detektion bei 270 nm, Injektionsvolumen 50 µl, Rt.  

 

 

Abb. 3.-20: Lineare Korrelation der Peakflächen mit 

der Konzentration (10-7 M bis 10-4 M) von OxBu und 

OxHex nach Analytik mit der Gradientmethode für 

die basische Phosphonattrennung. OxBu Peak 1 

(schwarz), OxBu Peak 2 (rot), OxHex Peak 1 (grün), 

OxHex Peak 2 (blau). Die einzelnen Datenpunkte 

wurden aus mindestens 3 Einzelwerten gemittelt. 
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3.2.2.2 Phosphonattrennung mit TBA-Cl 
 

Aufgrund der guten HPLC-Trennung der Guanin-Reihe mit dem Ionenpaarreagenz TBA-Cl 

wurde für die Analytik von OxBu und OxHex eine an die Veröffentlichung von Vávrová et al. 

(2007) angelehnte Methode entwickelt, die zwar etwas weniger sensitiv war als die basische 

Phosphonattrennung, aber nur einen (konzentrationsabhängigen) Peak lieferte. Dieser Ansatz 

erschien auch im Hinblick auf die Analytik späterer Metabolisierungsprodukte (Mono- und 

Diphosphate der Phosphonate) vielversprechend. Adefovir wurde in die Untersuchungen 

einbezogen, da dieses strukturverwandte Phosphonat als interner Standard geeignet erscheint. 

Es wurde mit der RP-18-Säule LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR (pH-stabil: 1,5 – 

10,5) bei pH 6 gearbeitet und der unter 2.1.4.7 beschriebene Puffer C sowie Methanol als 

Laufmittel für die unter 2.2.5 beschriebene Gradientmethode verwendet (Phosphonattrennung 

mit TBA-Cl, 80 min, Flussrate 1,1 ml/min). In Vorversuchen wurde die optimale 

Detektionswellenlänge im Bereich 250 – 285 nm ermittelt, Detektion bei 270 nm ergab die 

größten Peakflächen, weshalb diese Wellenlänge für die Untersuchungen mit OxBu und 

OxHex verwendet wurde. Vávrová et al. (2007) detektierten bei 260 nm, dem UV-

Absorptionsmaximum von Adefovir. Mit dieser Methode gelang es, Ein-Peak-

Chromatogramme für Adefovir, OxBu und OxHex zu erhalten (Abb. 3-21), wobei die 

Peakflächen mit der Konzentration korrelierten (Abb. 3-22; r2 > 0.99). Die mittlere 

Retentionszeit (gemittelt aus mindestens 3 Einzelwerten) betrug für OxBu 38,11 min, für 

OxHex 45,21 min und für Adefovir 5,95 min. Adefovir ist somit als interner Standard 

geeignet. 
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Adefovir     OxBu        OxHex 

Adefovir
RT 5,93 min
Adefovir
RT 5,93 min

OxBu
RT 38,05 min

OxBu
RT 38,05 min

 

OxHex
RT 45,28 min

OxHex
RT 45,28 min

 
 
Abb. 3-21: Chromatogrammausschnitte für Adefovir, OxBu, und OxHex nach Analytik mit der 

Phosphonattrennung mit TBA-Cl. Flussrate: 1,1 ml/min. Detektionswellenlänge: 270 nm, Rt. Injiziert wurden  

50 µl einer Substanzlösung mit einer Konzentration von 10-5 M.  

 

 
Abb. 3-22: Lineare Korrelation der 

Peakflächen mit der Konzentration (10-6 M – 

10-4 M) von Adefovir (- - - -), OxBu (• • • •) 

und OxHex (    ) nach Analytik mit der 

Phosphonattrennung mit TBA-Cl. Die 

einzelnen Datenpunkte wurden aus 

mindestens 3 Einzelwerten gemittelt. 

 

 

Im nächsten Schritt wurde Adefovir als interner Standard eingesetzt (6 x 10-5 M, entsprechend 

16,39 µg/ml), wobei das Verhältnis der OxBu- bzw. OxHex-Fläche zur Adefovir-Fläche 

linear mit der Konzentration (6 x 10-7 M bis 10-4 M) korrelierte (Abb. 3-23, r2 > 0,99). Bei 

diesen Versuchen wurde bei 275 nm detektiert, da gemäß der UV-Absorptionskurven eine 

maximale Antwort von OxBu und OxHex bei dieser Wellenlänge vorliegt und sich auf diesem 

Weg die Sensitivität der Methode erhöhen lässt. Tatsächlich konnte so die 

Bestimmungsgrenze von 10-6 M (1 nmol/ml; entsprechend OxBu 0,436 µg/ml; OxHex    

0,464 µg/ml) auf 6 x 10-7 M (OxBu 0,262 µg/ml; OxHex 0,278 µg/ml) leicht verringert 

werden. Weitere Arbeiten ergaben, dass auch die Substanzen der Guanin-Reihe bei 275 nm 

detektiert werden können (Daten nicht gezeigt).  
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Abb. 3-23: Lineare Korrelation der Peakflächen 

mit der Konzentration (6 x 10-7 M bis 10-4 M) von 

OxBu (• • • •) und OxHex (       ) mit Adefovir als 

internem Standard (6 x 10-5 M) nach Analytik mit 

der Phosphonattrennung mit TBA-Cl. Die 

einzelnen Datenpunkte wurden aus mindestens 4 

Einzelwerten gemittelt. 

 

 

3.2.3 Entwicklung einer Festphasenextraktion 

 

Bei der Festphasenextraktion werden die zu isolierenden Komponenten der flüssigen Phase an 

einer stationären festen Phase gebunden und später von dieser eluiert (Solas et al., 1998; 

Hennion, 1999; Claire, 2000; Rezk et al., 2005). Eine Extraktion der 

Phosphorylierungsprodukte der Testsubstanzen ist für die geplanten zellkinetischen 

Untersuchungen erforderlich. Aufgrund ihrer höheren Stoffwechselaktivität wurden SCC25 

Zellen für orientierende Versuche herangezogen. Untersucht wurde die Bildung 

phosphorylierter Metaboliten (dTMP, dTDP, dTTP, GMP, GDP, GTP) bei Inkubation mit 

Thymidin bzw. Guanosin als Modellsubstanzen; Detektion und Quantifizierung erfolgte mit 

der HPLC-Methode der Phosphattrennung mit TBA-Cl (s. 2.2.5). Modellsubstanzen waren 

nötig, da die Testsubstanzen lediglich in geringen Mengen verfügbar waren, aber für die 

Entwicklung der Analytik ein relativ hoher Substanzbedarf bestand. Nach 24-stündiger 

Inkubation der SCC25 Zellen mit Thymidin bzw. Guanosin (10-4 M) sowie der unbehandelten 

Kontrolle wurde das überstehende Medium abgenommen und ohne Extraktion mit der HPLC 

analysiert. Neben einigen Begleitpeaks zeigten sich im Chromatogramm hauptsächlich die 

Peaks für Thymidin (mittlere RT 7,89 min) und Guanosin (mittlere RT 8,56 min; Abb.           

3-24 A). Anhand der Peakflächen sollten nach der Methode des externen Standards (s. Abb. 

3-16, 3-17) die im Medium verbliebene Substanzmenge und darüber die in die Zelle 

aufgenommene Menge berechnet werden. Allerdings schwankten die Peakflächen von Probe 

zu Probe stark, so dass eine zuverlässige Aufnahme nicht berechnet werden konnte. 

Zentrifugieren der Mediumproben führte zu keiner Verbesserung. Zudem war in einigen 

Versuchen ein starker Abbau zu Thymin bzw. Guanin zu sehen (Abb. 3-24 B). Die Ursache 

dafür konnte nicht abschließend geklärt werden. 
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Abb. 3-24: Originalregistrate nach direkter Injektion des Mediums nach 24-stündiger Stimulation mit Thymidin 

bzw. Guanosin (10-4 M), HPLC-Methode der Phosphattrennung mit TBA-Cl, UV-Absorption 260 nm, Flussrate 

0,5 ml/min, Injektionsvolumen 50 µl, Rt.  

 

 

Für den Zellaufschluss wurden 3 Extraktionsverfahren (siehe 2.2.6) erprobt:  

I Lyse-Puffer (60 min bei 4 °C) 

II Trypsinieren (30 min bei 37 °C) 

III Methanolische Extraktion (24 h bei -80 °C).  

In der Literatur wird die methanolische Extraktion am häufigsten beschrieben, die Zellpellets 

werden meist über Nacht mit Methanol (60 %) bei -70 °C bis -80 °C extrahiert (Slusher et al., 

1992; Solas et al., 1998). In den durchgeführten Versuchen schien allerdings die 

Aufschlussmethode mit Lyse-Puffer am effektivsten zu sein.  

Mit allen nach den drei genannten Aufschlussmethoden erhaltenen Lysaten wurde unter 

Einsatz der in Tabelle 2-6 beschriebenen Säulen die in 2.2.6 dargestellte Festphasenextraktion 

durchgeführt. Es wurde stets eine unbehandelte Kontrolle mitgeführt. Zuerst wurde mit 

unpolaren Säulen gearbeitet (C18, C8, C2), bei denen durch Ionenpaarbildung mit TBA-Cl 

die Lipophilie erhöht und so die Rückhaltung der 3 Phosphatester erreicht werden sollte, 

Thymidin selbst ist hinreichend unpolar. Polares Zellmaterial müsste im Waschschritt entfernt 

werden. Problematisch ist die Co-Elution von unpolarem Zellmaterial, das möglicherweise 

die Analyten überdeckt. In einem zweiten Ansatz wurde mit Anionenaustauschersäulen 

gearbeitet (Certify II, NH2). Dabei sollten die permanent negativ geladenen Analyten durch 

Anionenaustausch im Säulenbett zurückgehalten werden, ungeladene Begleitstoffe aber 
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ausgewaschen werden. Kritisch ist dabei die Elution – es ist ein Eluens erforderlich, dass die 

negativ geladenen Analyten stärker bindet als die funktionellen Gruppen der 

Anionenaustauschersäule. Außerdem könnte Thymidin als ungeladenes Molekül schon im 

Waschschritt verloren gehen. Daher musste die Waschfraktion ebenfalls untersucht werden. 

Leider ist es nicht gelungen, eine geeignete und vor allem reproduzierbare Methode für die 

Festphasenextraktion zu etablieren. Zu den besten Ergebnissen führte die Zelllyse mit RIPA-

Puffer und anschließende Extraktion mit der Anionenaustauschersäule Certify. Extraktion 

nach 24-stündiger Inkubation mit Thymidin und Guanosin ergab, dass vor allem dTMP und 

GMP gebildet wird (Abb. 3-25).  
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Abb. 3-25: Originalregistrate nach HPLC-Trennung des Eluats nach Festphasenextrakiton mit der 

Phosphattrennung mit TBA-Cl. 24-stündige Stimulation von SCC25 Zellen mit Thymidin bzw. Guanosin und 

Zelllyse mit RIPA-Puffer, zur Festphasenextraktion diente die SPE Bond Elut Certify II Säule. UV-Absorption 

260 nm, Flussrate 0,5 ml/min, Injektionsvolumen 50 µl, Rt. 

 

 



DISKUSSION  

 - 79 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4  DISKUSSION 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



DISKUSSION  

 - 80 - 

4 DISKUSSION 

 
Aufgrund einer erhöhten UV-Exposition in den letzten Jahren erkranken weltweit immer 

mehr Menschen an hellem Hautkrebs. Da die aktuellen Therapieoptionen entweder 

schmerzhaft sind – wie mit 5-FU (Jorizzo, 2004a) und bei der photodynamischen Therapie – 

(Rhodes et al., 2004) und/oder unzureichende Heilungsraten aufweisen – wie mit 5-FU, 

Diclofenac-Hyaluronsäure-Gel (Rivers et al., 2002), war es ein Ziel dieser Arbeit, einen neuen 

therapeutischen Ansatz – die Interferenz mit der DNA-Synthese – zu untersuchen. Die Pol α 

ist ein vielversprechendes Target, da sie die ersten Schritte der DNA Replikation katalysiert 

und mit einer Primase-Funktion assoziiert ist (Wang, 1991). Wie erwähnt wurden unlängst 

verschiedene selektive nicht-nukleosidische (siehe Kapitel 1.6.1) und nukleosidische (siehe 

Kapitel 1.6.2) Pol-α-Inhibitoren beschrieben. Diese Tatsache, aber auch der systemische 

Einsatz mehrerer Pol-α-Inhibitoren wie Cytarabin und Fludarabin (Gandhi et al., 1997) in der 

Leukämietherapie oder Gemcitabin in der Behandlung des Pankreaskarzinoms unterstreichen 

die Relevanz der Pol α als Target für die Erzielung eines antineoplastischen Effekts. Zudem 

ist die Inhibition der DNA-Synthese mit der Inhibition der Pol-α-Aktiviät durch die 

Gemcitabin- und Cytarabin-Triphosphate in der Brustkrebszelllinie MCF7 verbunden 

(Gandhi et al., 1997; Jiang et al., 2000). Ziel dieser Arbeit war es daher, eine neue Pol α 

inhibierende Substanz zu identifizieren, die idealerweise Zellen des hellen Hautkrebses, 

speziell der Aktinischen Keratose, stärker und selektiver angreift als die bereits zugelassenen 

Pharmaka und dabei Eigenschaften aufweist, die eine topische Applikation ermöglichen.  

 

4.1 Zellspezifische Untersuchungen 

 

Molecular Modelling. Voraussetzung für die Entwicklung neuer Pol-α-Inhibitoren war die 

Etablierung eines 3D-homologen Modells des aktiven Zentrums der humanen DNA 

Polymerase α, dieses wurde auf der Basis der DNA Polymerase des Bakteriophagen RB69 

entwickelt. Bekannte Pol-α-Inhibitoren wie Adefovir-Diphosphat, Tenofovir-Diphosphat und 

Aphidicolin wurden in das aktive Zentrum gedockt und so deren Interaktionen mit dem 

aktiven Zentrum berechnet. Die Ergebnisse dieser Docking-Experimente zeigten eine 

deutliche Übereinstimmung der theoretischen mit den experimentellen Bindungsdaten 

(Richartz et al., 2008). Für Aphidicolin konnte zudem die kompetitive Hemmung bezüglich 
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dCTP und die nicht-kompetitive Hemmung bezüglich der anderen dNTPs gezeigt werden. 

Aphidicolin überführt dabei das aktive Zentrum der Pol α in eine inaktive „offene“ Form 

(Oguro et al., 1979; Copeland and Wang, 1993). Des Weiteren wurde das bisher nur 

experimentell verwendete N2-arylsubstituierte Purin-Analogon BuAdATP (2-butylanilino-

dATP) mittels Molecular Modelling untersucht, für das ebenfalls eine Pol-α-Inhibition 

nachgewiesen wurde, wobei die Einführung eines Zuckerrestes und Phosphorylierung die in-

vitro-Wirksamkeit noch steigerte (Wright et al., 1987; Khan et al., 1991). Auf der Basis des 

von Richartz et al. (2008) beschriebenen Pol-α-Modells wurden die nukleosidischen bzw. 

nukleotidischen Verbindungen HM-1-Oxim, isoHex-OH, OxBu, OxIsohex, OxHex als 

potentielle Pol-α-Hemmer identifiziert und synthetisiert. 

 

4.1.1 Auswahl der Referenzsubstanzen und Zielzellen 

 

Referenzsubstanzen. Aphidicolin, 5-FU, BuP-OH und Foscarnet-Natrium wurden als 

Referenzsubstanzen gewählt. Aphidicolin ist, wie beschrieben, ein bekannter Pol-α- und Pol-

δ-Hemmer (Oguro et al., 1979; O’Dwyer et al., 1994), der mit dem Nukleotideinbau in den 

neuen DNA-Strang während der S-Phase des Zellzyklus interferiert (Pedrali-Noy et al., 

1980). Cinatl et al. (1992) fanden, dass Aphidicolin in vitro selektiv zytotoxisch auf 

Neuroblastomzellen (vier Zelllinien) in Cokultur mit normalen embryonalen Zellen wirkte. 

Ferner wurden eine komplette Regression muriner Neuroblastome nach systemischer Gabe 

Aphidicolins ohne toxische Nebenwirkungen (Cinatl et al., 1999), synergistische Effekte mit 

Cytarabin (in vivo und in vitro bei akuter myeloischer Leukämie; Sargent et al., 2001; 

Hubeek et al., 2005) sowie Wirksteigerung und Resistenzminderung durch Kombination von 

Aphidicolin bzw. Aphidicolin-Glycinaten mit Platinverbindungen beschrieben (Sargent et al., 

1996; O’Dwyer et al., 1994). Allerdings gibt es auch Veröffentlichungen, die keinen 

signifikanten Benefit Aphidicolins in Kombination mit Cisplatin feststellten (Damia et al., 

1992). Wie erwähnt, konnte Aphidicolin-Glycinat als systemisches Antitumor-Therapeutikum 

nicht etabliert werden (Sessa et al., 1991), wahrscheinlich aufgrund einer schnellen 

Metabolisierung (Edelson et al., 1990). Den in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen 

zufolge ist Aphidicolin nicht für eine Hauttumortherapie geeignet; Aphidicolin wirkte nicht 

selektiv auf SCC25 Zellen, insgesamt wurden die DNA-Synthese und die 

Mitochondrienfunktion von NHK und HaCaT Zellen sogar stärker beeinträchtigt (Richartz, 

2007). Dies spiegelt sich sowohl in der maximalen Hemmung als auch in der aktiven 

Konzentration wider. Weiterhin zeigte Aphidicolin an Fibroblasten und vier weiteren 
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Krebszelllinien (HT29, MCF7, T24, SISO) eine vom Zelltyp unabhängige, ausgeprägte 

Zytotoxizität im MTT-Test. Die maximalen Hemmungen lagen im Bereich 51 – 67 %, die 

aktiven Konzentrationen (-lg IC50-Werte) im Bereich 7,66 – 8,67 (Tab. 3-2). 

Die zweite Referenzsubstanz, 5-FU, wurde als Goldstandard der topischen Therapie bei 

Aktinischer Keratose mitgeführt (Lawrence et al., 1995; Levy et al., 2001; Jorizzo et al., 

2002; Stockfleth & Kerl, 2006). Bei den hier durchgeführten Untersuchungen differenzierte   

5-FU begrenzt zwischen NHK und SCC25 Zellen (-lg IC50: NHK 5,08; SCC25 6,01, Tab.     

3-2), wobei die maximalen Hemmungen sich nicht unterschieden (NHK 41 %; SCC25 42 %). 

Obwohl 5-FU Mittel der Wahl in der Therapie der Aktinischen Keratose ist, sprechen diese 

Ergebnisse für ein ungünstiges Risiko-Benefit-Verhältnis und erklären die schweren lokalen 

Nebenwirkungen (Kapitel 1.3.2). Wie Aphidicolin hemmte auch 5-FU die Viabilität der 

HaCaT Zellen am stärksten (-lg IC50 6,22; 80 % max. Hemmung). Das ist mit der starken 

Wachstumsrate dieser Zellart erklärbar, die sich mit zunehmender Passagezahl erhöht 

(Boukamp et al., 1988; Boukamp et al., 1997), zudem befinden sich bei HaCaT Zellen ein fast 

doppelt so hoher Anteil in der S-Phase als bei NHK oder SCC25 Zellen, woraus ein stärkeres 

Ansprechen auf proliferationshemmende Substanzen resultiert (Richartz, 2007). Wie erwähnt, 

wurde der Einfluss auf die Proliferation nicht mittels [3H]-Thymidin-Einbau untersucht, da 

exogen zugeführtes Thymidin den antiproliferativen Effekt von 5-FU antagonisiert (Boucher 

et al., 2006). Ohnehin wird die Verlässlichkeit des [3H]-Thymidin-Einbaus kontrovers 

diskutiert: einerseits wird der Test als zuverlässige Methode zur Bestimmung der 

Tumorzellproliferation beschrieben (Toyohara et al., 2002), andererseits werden zahlreiche 

Fehlerquellen und eine DNA-Synthese inhibierende Wirkung von [3H]-Thymidin selbst 

diskutiert (Maurer, 1981; Hu et al., 2002). Wie für Aphidicolin ist auch für 5-FU eine 

deutliche Verschiebung des Zellzyklus in die S-Phase bekannt und wurde auch für normale 

humane Keratinozyten, HaCaT und SCC25 Zellen gezeigt (Richartz, 2007). 

Das Guanin-Analogon BuP-OH wurde bereits an den drei Keratinozytentypen untersucht und 

erscheint als die am besten geeignete Substanz innerhalb der Nicht-Phosphonat-Gruppe. Die 

maximale Hemmung der Viabilität von SCC25 Zellen unterschied sich kaum von der 

Aphidicolins und übertraf die von 5-FU bei Weitem, auch wenn die Wirkung von BuP-OH in 

etwas höheren Konzentrationen einsetzte als die von Aphidicolin und 5-FU. 

Ungünstigerweise greift BuP-OH aber auch NHK stark an, so dass eine topische Verwendung 

dieser Substanz nicht sinnvoll erscheint. 

Foscarnet ist ein Pyrophosphat-Analogon und Hemmstoff viraler DNA-Polymerasen, welches 

zur systemischen Behandlung lebens- und augenlichtbedrohender Cytomegalieviren-
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Infektionen sowie zur Behandlung akuter Schleimhautinfektionen durch aciclovirresistente 

Herpesviren bei AIDS-Patienten zugelassen ist. Foscarnet diente als Negativkontrolle, da es 

weder im Viabilitäts- noch im Proliferations-Tests an NHK, HaCaT und SCC25 eine 

nennenswerte Inhibition aufwies.  

 

Zielzellen. Im Vordergrund dieser Arbeit standen zunächst 3 Typen von Keratinozyten, die 

den Übergang von gesundem über immortalisiertes, nicht-tumorigenes bis hin zu 

Tumorgewebe darstellen: normale humane Keratinozyten (NHK), die transformierte 

Keratinozytenzelllinie HaCaT und die Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25. Die 

Untersuchungen an NHK sollten Hinweise auf eine Beeinträchtigung normaler Haut bei 

topischer Therapie mit den Testsubstanzen liefern. Die aus humanen, nicht malignen 

Keratinozyten gewonnene, spontan immortalisierte Zelllinie HaCaT wurde als Zwischenstufe 

für den Übergang von gesundem zu tumorösem Gewebe gewählt (Boukamp et al., 1988; 

Fusenig and Boukamp, 1998; Boukamp et al., 1999). HaCaT Zellen weisen im Wesentlichen 

die Eigenschaften von basalen epidermalen Keratinozyten auf und verhalten sich auch 

phänotypisch wie diese was Wachstum und Differenzierung anbelangt (Boukampet al., 1988). 

In Kultur mit humanen Fibroblasten bilden HaCaT Zellen eine nahezu normale Epidermis, 

deren Architektur der von adulten humanen Keratinozyten gleicht (Schoop et al., 1999). 

HaCaT Zellen tragen typischerweise durch UV-Licht induzierte Mutationen auf beiden 

Allelen von p53 (Lehman et al., 1993), wie sie auch bei Basalzellkarzinomen, 

Plattenepithelkarzinomen und der prämalignen Aktinischen Keratose gefunden werden 

(Ziegler et al., 1993; Ziegler et al., 1994). Allerdings weisen HaCaT Zellen bei sehr hohen 

Passagezahlen (> 300) zwar zahlreiche Translokationen und Deletionen auf (Boukamp et al., 

1997; Fusenig and Boukamp, 1998), zeigen aber kein malignes Wachstum (in vitro und in 

vivo). Wie erwähnt befindet sich ein größerer Prozentsatz der HaCaT Zellen in der S-Phase 

und reagiert daher im Vergleich zu NHK oder SCC25 Zellen sensitiver auf die Behandlung 

mit Aphidicolin und 5-FU (Richartz, 2007). Diese Diskrepanz schloss es aus, HaCaT Zellen 

als verlässliches NHK-Modell zu verwenden, sondern erlaubte lediglich orientierende 

Untersuchungen neben Tests an NHK. UV-induzierte Mutationen von beispielsweise p53 

oder p12doc-1 können zur Entstehung tumoröser Hautveränderungen wie einem SCC führen 

(Ziegler et al., 1994; Matsuo et al., 2000). Matsuo et al. (2000) zeigten, dass p12doc-1 – ein 

Wachstumssuppressor – aus NHK isoliert werden kann. Er ist mit dem DNA-Pol-α/Primase-

Komplex assoziiert und reguliert so die DNA-Replikation, indem er u.a. die CDK2 vermittelte 

Phosphorylierung dieses Komplexes hemmt. Ein Verlust der Kontrollfunktion von p12doc-1 
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kann zu unkontrolliertem Wachstum und schlussendlich einem SCC führen. Als Vertreter 

eines Plattenepithelkarzinoms diente die (orale) SCC25 Zelllinie. Neben dieser wurde 

anfänglich auch die SCC4 Zelllinie untersucht, welche aber sehr unregelmäßige 

Testergebnisse lieferte und daher aus weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurde.  

Da im Laufe der Untersuchungen ein starkes zytotoxisches Potential für die Phosphonate 

festzustellen war, wurden humane Fibroblasten als Indikatoren für eine potentielle 

Schädigung des Koriums durch eine topische Therapie sowie vier weitere Krebszelllinien 

untersucht: HT29 (Kolorektalkarzinomzellen), MCF7 (Mammakarzinomzellen), T24 

(Blasenkarzinomzellen) und SISO (Adenozervixkarzinomzellen). Die humane 

Kolorektalkarzinom-Zelllinie HT29 dient häufig in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen von 

Therapieoptionen für das Kolorektalkarzinom (Kleban et al., 2008; Mingxin et al., 2008), so 

z.B. zur Testung von Capecitabin und Bevacizumab am Mausmodell (Kolinsky et al., 2009) 

sowie zur Prüfung von Lebermetastasierung bei Kolorektalkarzinom (Robertson et al., 2008). 

Die MCF7-Zelllinie ist eine Estrogen-Rezeptor positive (ER+) humane Brustkrebs-Zelllinie 

(Srirangam et al., 2006), welche auf eine antiestrogene Antitumor-Therapie mit Tamoxifen 

anspricht (Rokavec et al., 2008). An der MCF7-Zelllinie konnte z.B. eine 

Wachstumshemmung (G1-Zellzyklus-Arrest) unter Behandlung mit Ritonavir (Srirangam et 

al., 2006) sowie Resistenz gegen Tamoxifen infolge eines Estrogen-Rezeptor-Verlustes 

gezeigt werden (Luqmani et al., 2009). Ferner wurde mit MCF7 Zellen die Möglichkeit 

geprüft, durch „short interfering RNA“ (siRNA) die Expression von Mitose regulierenden 

Genen (z.B. Nek2) auszuschalten und so sowohl ER+ als auch ER- Mammakarzinomzellen in 

ihrem Wachstum zu hemmen (Tsunoda et al., 2009). Die T24-Zelllinie wird als eine der 

häufigsten Zelllinien in Harnblasen-Tumormodellen (Hatina et al., 2008), z.B. zur Testung 

der Wirksamkeit von Platin-Derivaten in vitro und in vivo (Kovala-Demertzi et al., 2009). In 

der Grundlagenforschung dient die T24-Zelllinie zum Verständnis von Migrations- und 

Metastasierungsprozessen des Harnblasenkarzinoms (Mariotti et al., 2009). Die T24-Zelllinie 

wird auch in Mausmodellen zur Untersuchung einer Wachstums- und Angiogenese-

Hemmung mittels Co-Blockade des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) und 

dessen Rezeptor (KDR) verwendet (Chen et al., 2008). Die SISO-Zelllinie dient sehr häufig 

der Untersuchung von Wachstums- und Angiogeneseprozessen zervikaler Karzinome 

(Sonoda et al., 2007) sowie der Aufklärung der Rolle des RCAS1 (receptor binding cancer 

antigen) im Metastasierungsprozess (Liu et al., 2007b). Die RCAS1-Expression ist in 

zervikalen Tumoren signifikant erhöht und korreliert mit dem Schweregrad der Erkrankung, 

wobei einige RCAS1 positive Tumoren mit HPV Typ 16 infiziert sind (Liu et al., 2007a). 
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RCAS1 wird auch auf anderen Tumorzellen exprimiert, z.B. auf SCC Zellen (Takahashi et 

al., 2001).  

 

4.1.2 Nicht-Phosphonate 

 

In Analogie zu 5-FU wurden zunächst über einen relativ kurzen Syntheseweg die Thymidin-

Analoga HM-1 und dessen Oxim-Derivat HM-1-Oxim synthetisiert, da eine Abbaureaktion an 

der Ketogruppe des Zucker-analogen Fünfringes während der 48-stündigen Inkubation        

(37 °C) vermutet wurde (Höltje et al., in press). Weiterhin wurden die Guanin-Analoga     

BuP-OH mit einer Butyl-Seitenkette und dessen iso-Hexyl-Analogon isoHex-OH in einer     

11-Stufen-Synthese mit relativ geringen Ausbeuten dargestellt.  

Die Zytotoxizität der Substanzen in vitro wurde zunächst mit dem MTT-Reduktions-Assay 

bestimmt, welcher sehr gut diskriminierte. HM-1 wurde bereits an NHK, HaCaT und SCC25 

Zellen charakterisiert und zeigte eine geringe, leicht tumorselektive, zytotoxische Wirkung, 

die durch das Molecular Modelling nicht vorherzusehen war und eventuell durch eine 

unterschiedliche Enzym- und Transporterausstattung der Zellen begründet ist. HM-1-Oxim 

übertraf die durch HM-1 erzielte maximale Inhibition an SCC25 Zellen nicht, auch wenn die 

wirksame Konzentration von HM-1-Oxim an diesen Zellen geringer war als die von HM-1 

(Abb. 3-1; Tab. 3-1). Ein abbaubedingter Wirkverlust kann daher ausgeschlossen werden 

(Höltje et al., in press). Erwähnenswert ist die fehlende Wirkung von HM-1-Oxim auf NHK 

gegenüber einer 30%igen Hemmung von SCC25 Zellen bei einem -lg IC50-Wert von 7,44, 

was für eine gewisse Selektivität gegenüber den Tumorzellen spricht.  

IsoHex-OH wurde relativ schnell aus weiteren Untersuchungen ausgeschlossen, da es 

entgegen den Molecular Modelling Berechnungen nicht aktiver war als BuP-OH, welches bis 

dahin überzeugt hatte (s.o.). IsoHex-OH blieb in seiner Wirkung knapp hinter BuP-OH zurück 

(Kapitel 3.1.2). Ein möglicher Grund ist, dass die iso-Hexyl-Gruppe nicht optimal in die 

entsprechende molekulare Tasche der Polymerase α passt (Höltje et al., in press).  

Betrachtet man die maximale Hemmung und die aktive Konzentration der Nicht-Phosphonate, 

ergab sich folgende Abstufung der Zytotoxizität im Viabilitäts-Assay: Aphidicolin >        

BuP-OH, isoHex-OH, 5-FU > HM-1, HM-1-Oxim > Foscarnet. Demensprechend ergab sich 

folgende Reihenfolge der Proliferationshemmung: Aphidicolin >> BuP-OH >> Foscarnet 

(Höltje et al., in press).  

Ergänzend zu den zytotoxischen Daten wurde der Zellzyklus analysiert, da dessen 

Dysregulationen – hervorgerufen durch Überexpression von Zellzyklus stimulierenden 
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Faktoren – zur Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms beitragen können (Scully et al., 

2000; Raybaud et al., 2003). BuP-OH hatte trotz deutlich zytotoxischer Effekte praktisch 

keinen Einfluß auf den Zellzyklus. HM-1 zeigte hingegen einen ausgeprägten Effekt vor 

allem an nicht-kontaktinhibierten SCC25 Zellen (Richartz, 2007). Auch für 5-FU ist ein 

Einfluß auf den Zellzyklus bekannt (s.o.), daher wurde eine mögliche synergistische Wirkung 

von 5-FU und HM-1-Oxim vermutet. Eine Kombination der verschiedenen 

Wirkmechanismen von 5-FU (Thymidilatsynthase-Hemmung) und HM-1-Oxim (Pol-α-

Inhibitor) könnte zu einer Wirksteigerung führen. Außerdem sollte der Zellpool durch eine 

Verschiebung des Zellzyklus in die S-Phase durch Präinkubation mit 5-FU sensibler auf eine 

Stimulation mit HM-1-Oxim reagieren. 5-FU wird zudem häufig in Kombinationstherapien 

verwandt, um synergistische Effekte zu erreichen. Gängig ist 5-FU kombiniert mit Cisplatin 

oder die Dreierkombination 5-FU/Cisplatin/Docetaxel, welche der Zweierkombination noch 

überlegen ist (Kiyota et al., 2009; Pointreau et al., 2009). Auch für die Kombination von      

5-FU und COX-Hemmern wird ein synergistischer Effekt beschrieben (Flis & Splwinski, 

2009). Im Gegensatz dazu verringert der DNA-Methyltransferase-Inhibitor Zebularin 

(Cytidin-Analogon) die 5-FU-induzierten Apoptose (Suzuki et al., 2008). Im Rahmen dieser 

Arbeit konnte für keinen Zelltyp (NHK, SCC25) – weder durch Costimulation noch durch 

Präinkubation mit 5-FU – eine Wirksteigerung von HM-1-Oxim festgestellt werden (Kapitel 

3.1.1). Überraschenderweise wurde die Proliferation im Vergleich zur alleinigen Behandlung 

mit 5-FU bzw. HM-1-Oxim sogar verstärkt. Diese Ergebnisse deuten auf eine antagonistische 

Wirkung der beiden Substanzen hin. Analoge Versuche mit BuP-OH schlugen in 

vorangegangenen Arbeiten ebenso fehl (Richartz, 2007). Das Phänomen, dass vor allem 

Tumorzellen (wie SCC25) auf subtoxische Reize mit einer verstärkten Proliferation reagieren, 

wurde bereits beschrieben (Richartz, 2007) und wurde auch im Rahmen dieser Arbeit 

mehrfach festgestellt (s.u.). Welche zellulären Mechanismen dafür verantwortlich sind, bleibt 

offen. Möglicherweise konkurrieren die zwei Thymidin-Analoga 5-FU und HM-1-Oxim bei 

dem ersten geschwindigkeitsbestimmenden Aktivierungsschritt zum Monophosphat um 

dasselbe Enzym – z.B. die zytosolische Thymidinkinase (TK1) oder die 

Thymidinphosphorylase (TP; Kapitel 1.6.2), welche beide Thymidin-Analoga aktivieren 

(Eriksson et al., 2002) und in NHK, HaCaT und SCC25 Zellen nachgewiesen wurden (Höltje 

et al., in press). Auch die mitochondriale TK2 und die zytosolische dCK können 

Pyrimidinbasen monophosphorylieren (Eriksson et al., 2002). dCK wurde ebenfalls in den 

genannten Zelltypen nachgewiesen, daher scheint eine Aktivierung von HM-1-Oxim 

gesichert, wodurch sich auch die zytotoxische Aktivität erklären ließe (Höltje et al., in press). 
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Auf Untersuchungen zur genauen Aktivierung und der unerwarteten Proliferation durch 

Costimulation wurde verzichtet, weil das HM-1-Oxim ohnehin aufgrund seiner geringen 

Wirkstärke nicht überzeugen konnte. Ciccolini et al. (2000; 2001) konnten aber bereits 

zeigen, dass eine verstärkte tumorale TP-Aktivität, hervorgerufen durch 2’-Deoxyinosin oder 

Gentransfer, zu einer vermehrten Bildung des 5-FU-Metaboliten FdUMP (Fluorodeoxyuridin-

Monophosphat) führt, welcher die Thymidilatsynthase (TS) hemmt. TP ist aber auch identisch 

mit dem ‚platelet-derived endothelial cell growth factor’ (PD-ECGF), einem 

Angiogenesefaktor der in Tumorzellen stark exprimiert wird, so dass eine künstliche 

Hochregulation der TP kontrovers diskutiert wird (Focher & Spadari, 2001). Im Gegensatz zu 

TP erhöhte Überexpression der TK nicht die antitumorale 5-FU-Aktivität, sondern senkte die 

Sensitivität der Tumorzellen (Fanciullino et al., 2006). Allerdings konnten humane 

endometriale Karzinomzellen, in welche das Gen für eine virale TK transfiziert wurde, in 

vitro für die Therapie mit Ganciclovir sensitiviert werden, indem die 

Monophosphorylierungsrate des Arzneistoffs erhöht wurde (Ural et al., 2000). Ob das ein 

Ansatz zur Wirksteigerung von HM-1 bzw. HM-1-Oxim sein könnte, wurde hier nicht 

überprüft. Letztlich bleibt gegenwärtig die Frage offen, ob die in-vitro-Situation auf die in-

vivo-Verhältnisse übertragen werden kann. 

Eine fehlende oder geringe Toxizität kann nicht nur auf einer unzureichenden enzymatischen 

Aktivierung beruhen, sondern auch durch einen induzierten Auswärtstransport der Substanzen 

bedingt sein. Die ABC-(ATP-binding cassette)-Membrantransporter MRP4 und MRP5 sind 

für den auswärts gerichteten Transport von Nukleosid- und Nukleotidanaloga und zum Teil 

deren monophosphorylierten Metaboliten verantwortlich (Wijnholds et al., 2000; Wielinga et 

al., 2002; Reid et al., 2003; Wielinga et al., 2003). Überexpression dieser Effluxpumpen 

führte zu Resistenzen, z.B. gegen Adefovir (Wijnholds et al., 2000; Wielinga et al., 2002) und 

wurden bereits in NHK, HaCaT und SCC25 Zellen nachgewiesen (Baron et al., 2001; 

Richartz, 2007). Insgesamt waren die Ergebnisse der Testsubstanzen ohne Phosphonatgruppe 

(Nicht-Phosphonate) nicht zufriedenstellend, entweder aufgrund einer zu geringen 

Wirksamkeit (-lg IC50, maximale Inhibition) oder einer fehlenden Tumorselektivität.  

 

4.1.3 Phosphonate 

 

Wie erwähnt, müssen die potentiellen Pol-α-Inhibitoren durch Phosphorylierung in ihre 

Triphosphate überführt werden. Durch die Derivatisierung zum Phosphonat an der 

endständigen OH-Gruppe des Zucker-analogen Molekülteils gelingt es, die erste 
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Phosphatgruppe metabolisch stabil im Molekül zu verankern, da Phosphor-Kohlenstoff-

Bindungen wesentlich stabiler als die hydrolyseempfindlichen Phosphatester-Bindungen sind. 

Dies führt zu besser aktivierbaren Monophosphat-Analoga. In der antiviralen Therapie 

werden Phosphonate bereits eingesetzt: z.B. Adefovir bei chronischer Hepatitis B oder 

Tenofovir gegen HIV-Infektionen. Mit dem Ziel einer verbesserten Therapie der Aktinischen 

Keratose und des SCC und die bis dahin beste Substanz – das Guanosin-Analogon BuP-OH – 

zu übertreffen, wurden mittels Molecular Modelling die Guanosin-analogen Phosphonate 

OxBu, OxIsohex und OxHex vorgeschlagen (Tab. 2-3; Zdrazil et al., submitted) und 

synthetisiert. Bei topischer Applikation muss eine ausreichende Bioverfügbarkeit der 

Substanzen in den Tumorläsionen gesichert sein. Daher sollten die Wirkstoffe eine 

molekulare Masse unter 500 g/mol und ein ausgewogenes Hydrophilie-Lipophilie-Verhältnis 

aufweisen (logP 1-3; Potts & Guy, 1992; Moss et al., 2002; Korting & Schäfer-Korting, in 

press). Dies ist für OxBu, OxIsohex und OxHex realisiert (MG in g/mol und logP: OxBu 436 

/ 1,36; OxIsohex 464 / 2,27; OxHex 464 / 2,34). Nach der Penetration in die Haut müssen 

diese potentiellen Pol-α-Inhibitoren durch Nukleosidkinasen wie die zytosolische dCK und 

die mitochdriale dGK aktiviert werden (Eriksson et al., 2002), beide Kinasen werden von 

NHK und SCC25 Zellen gebildet (Höltje et al., in press). Voraussetzung für die intrazelluläre 

Aktivierung ist zunächst der Transport in die Zelle. Der ubiquitär vorkommende hENT-1 

Transporter transportiert u.a. Nukleosid-Analoga (Jordheim & Dumontet, 2007) und wurde in 

den drei Keratinozyten-Zelltypen nachgewiesen – in SCC25 Zellen allerdings nur schwach 

(Richartz, 2007). Daher ist hENT-1 wahrscheinlich nicht entscheidend für die Aufnahme von 

OxBu, OxIsohex und OxHex, da diese auf SCC25 Zellen stark zytotoxisch wirkten. Die 

Aufnahme könnte durch andere Transportsysteme realisiert werden, z.B. wurde für NHK eine 

Aufnahme großer anionischer organischer Moleküle durch Anionentransporter der OATP-

Familie beschrieben (Schiffer et al., 2003). Außerdem könnte die Aufnahme in die Zelle 

transporterunabhängig verlaufen – wie bei Adefovir, welches endozytotisch aufgenommen 

wird (Olsanska et al., 1997). 

 

Die in-vitro-Untersuchungen an den drei Keratinozytenzelltypen ergaben für die Phosphonate 

eine deutliche Tumorselektivität (Tab. 3-2). OxBu und OxIsohex griffen weder NHK noch 

HaCaT Zellen an, wirkten jedoch auf SCC25 Zellen zytotoxisch – OxIsohex mit 20 % 

maximaler Hemmung allerdings nur moderat (daher eliminiert, s.u.), OxBu hemmte mit 39 % 

die Zellviabilität ähnlich stark wie 5-FU. OxHex reduzierte die Zahl viabler SCC25 Zellen um 

74 % und damit deutlich stärker als NHK, deren Zahl um maximal 43 % abnahm, das sind 
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unwesentlich mehr als mit 5-FU (41%). Herausragend ist die starke Aktivität von OxBu und 

OxHex, beide wirkten bereits in nanomolaren Konzentrationen zytotoxisch auf SCC25 Zellen 

(-lg IC50 9,43 bzw. 9,12), damit sind sie 1000- bzw. 10000-fach aktiver als die 

Vergleichssubstanzen Aphidicolin und 5-FU (-lg IC50 6,29 und 6,01) bzw. BuP-OH (-lg IC50 

5,05). Die Ergebnisse der Proliferationsuntersuchungen stimmten im Wesentlichen mit denen 

aus dem Zytotoxizitäts-Assay überein. Damit wurde das Ziel, die Wirksamkeit von 5-FU und 

von BuP-OH zu übertreffen, erreicht, zudem wurden tumorselektive Substanzen generiert. 

Die Selektivität von OxBu wurde aufgrund der Bedeutung dieses Ergebnisses mehrfach und 

mit verschiedenen Chargen von OxBu nachgeprüft, und zwar sowohl im Vergleich von NHK 

mit SCC25 Zellen als auch im Vergleich von NHK mit SCC4 Zellen, einer weiteren 

Plattenepithelkarzinomzelllinie, die zu maximal 47 % gehemmt wurden. Die 

Tumorselektivität und ausgeprägte Zytotoxizität der Phosphonate könnte mit dem Wegfall des 

ersten langsamen Aktivierungsschritts zusammenhängen, wodurch sich die erhöhte 

Stoffwechselaktivität der Tumorzellen besser entfalten kann (Spadari et al., 1998). 

OxBu und OxHex hemmten die Viabilität normaler humaner Fibroblasten zu etwa 60 % – 

OxHex bereits in kleinen Konzentrationen (-lg IC50 ca. 8 für OxHex, ca. 4 für OxBu). Daher 

ist OxHex wahrscheinlich stärker hautschädigend, vorausgesetzt es penetriert in relevanten 

Mengen in die Dermis. Aus diesem Grund kommen Hautpenetrationsstudien sowie einer 

kontrollierten Penetration der Substanzen in die Epidermis mittels Nanopartikeln eine 

besondere Bedeutung zu (s.u.; Jenning et al., 2000; Santos Maia et al., 2002). Trotz allem 

könnten die beiden Phosphonate OxBu und OxHex aufgrund ihrer sehr hohen Wirkstärken 

einen neuen Ansatz in der Therapie des hellen Hautkrebses darstellen, wobei OxHex aufgrund 

seiner stärkeren Zytotoxizität der bessere Kandidat für eine kurze intensive Therapie zu sein 

scheint, OxBu dagegen bei längerfristiger Anwendung eventuell hautverträglicher sein 

könnte.  

Die Resultate der pharmakologischen Untersuchungen stimmten gut mit den Voraussagen des 

Molecular Modelling überein, nach welchen OxHex am besten in die Bindungstasche der 

Polymerase α passt (Kapitel 3.1.5, Zdrazil et al., submitted). Höhere Scores, d.h. vermutete 

Bindungsaffinitäten, für die Substanzen mit einer azyklischen Zucker-analogen Komponente 

(Scores: OxBu 14,30; OxIsohex 15,02; OxHex 15,80) im Vergleich zu BuP-OH mit intakter 

Zuckerfunktion (Score: 10,70) legen nahe, dass die größere Flexibilität der offenen 

Seitenketten eine bessere Anpassung der entsprechenden Triphosphat-Analoga an die 

Bindungstasche ermöglicht. Betrachtet man die -lg IC50-Werte, so war die Prädiktivität der 

berechneten Scores gegeben. Die lipophileren Vertreter mit einer iso-Hexyl- bzw. n-Hexyl-
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Seitenkette wurden als wirksamer eingestuft als die Butyl-Derivate, da eine bessere 

Ausnutzung der Seitentasche unter entsprechender Wechselwirkung möglich sein sollte 

(Zdrazil et al., submitted). Dies war bei der pharmakologischen Testung der iso-Hexyl-

Derivate isoHex-OH und OxIsohex jedoch nicht der Fall, was auf einen erschwerten Zugang 

der nicht-linearen Seitenkette zum aktiven Zentrum des Enzyms (Pol α) hinweist (Zdrazil et 

al., submitted). 

 

Aufgrund ihrer großen Zytotoxizität gegenüber Plattenepithelkarzinomzellen wurden OxBu 

und OxHex sowie die Referenzen 5-FU, Aphidicolin und BuP-OH zusätzlich an den 

Tumorzelllinien HT29, MCF7, T24 und SISO untersucht. Die guten Ergebnisse an diesen 

Zelllinien eröffnen auch neue Möglichkeiten für die Therapie des Kolorektalkarzinoms, des 

Mammakarzinoms, des Blasenkarzinoms sowie des Adenozervixkarzinoms. Die 

Zytotoxizitäts-Assays ergaben aktive Konzentrationen im submikromolaren bis nanomolaren 

Bereich (-lg IC50-Werte 7 – 9; Tab. 3-2). Herausragend ist die Wirksamkeit von OxBu an 

HT29 Zellen, dessen aktive Konzentration sogar unterhalb des nanomolaren Bereichs lag       

(-lg IC50 11,3) und eine Viabilitätshemmung von maximal 58 % ergab. Damit greift OxBu 

HT29 Zellen bei ähnlichem Maximaleffekt bereits in wesentlich geringeren Konzentrationen 

an als OxHex, so dass OxBu hier der geeignetere Kandidat ist. OxHex hingegen hemmte 

effektiver die Viabilität von MCF7 und T24 Zellen, berücksichtigt man die -lg IC50-Werte 

(9,25 und 8,70) und Maximaleffekte (51 % und 65 %). BuP-OH hemmte die Viabilität von 

MCF7 Zellen sogar zu 75 %, wenn auch bei 100-fach größerem IC50-Wert als OxHex. Für die 

SISO-Zelllinie sind OxBu und OxHex als gleichwertig zu betrachten, wobei sie kaum hinter 

der Zytotoxizität von Aphidicolin zurückbleiben. Ebenfalls hervorzuheben ist die starke 

zytotoxische Wirkung von 5-FU an T24 Zellen. Die sehr kleine aktive Konzentration              

(-lg IC50: 12,55) hätte jedoch eine größere maximale Hemmung erwarten lassen (43 %). Die 

Diskrepanzen der Wirkungen der Test- und Referenzsubstanzen an den Zelllinien können mit 

einer differierenden Permeabilität zellulärer Strukturen oder unterschiedlichen 

Proteinausstattung der Zellen erklärt werden (Wright et al., 1987). 

Die Ergebnisse des Proliferations-Assays stimmten im Großen und Ganzen gut mit den 

Werten des Zytotoxizitäts-Assays überein, wobei die Werte für die maximale Hemmung nach 

Thymidin-Einbau im Allgemeinen etwas geringer waren als die nach MTT-Test (Tab. 3-2). 

An HT29 Zellen waren die Ergebnisse für OxBu und OxHex uneindeutig: die Proliferation 

wurde kaum gehemmt, zum Teil sogar gefördert, obwohl die aktiven Konzentrationen im 

submikromolaren Bereich lagen und auch die Ergebnisse des MTT-Tests anders lauteten. Die 
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Ergebnisse des MTT-Tests sind jedoch verlässlicher (Sieuwerts et al., 1995; Basha et al., 

1996; Klein et al., 1996) als die des Thymidin-Einbaus (Maurer, 1981; Hu et al., 2002). 

Eventuell kommt während der vergleichsweise kurzen Inkubationszeit von 24 h beim 

Thymidin-Einbau ein interessanter Effekt verstärkt zum Tragen, der mehrfach festgestellt 

werden konnte, nämlich dass eine Stimulation der Tumorzellen mit subtoxischen 

Substanzkonzentrationen zu einem Anstieg viabler bzw. proliferierender Zellen über 100 % 

führt. Eventuell erhöhen die Zellen ihre Wachstumsrate als Abwehrreaktion auf die potentiell 

toxischen Substanzen (Richartz, 2007). 

 

Insgesamt wirkten OxBu und OxHex auch an den vier zusätzlich untersuchten 

Tumorzelllinien zuverlässig. Hier übertraf die Zytotoxizität von OxBu und auch BuP-OH oft 

sogar die an SCC25 Zellen. OxHex übertraf die Wirkung an SCC25 Zellen nicht, es stellt aber 

für eine neuartige Therapie der Aktinischen Keratose und des Plattenepithelkarzinoms die bis 

dato attraktivste Substanz dar. Für Aphidicolin und BuP-OH ergab sich eine durchgängig 

starke, zellunspezifische Zytotoxizität – das lässt vermuten, dass auch gesunde Zellen anderer 

Gewebe unspezifisch angegriffen werden, so wie für Hautzellen bereits gezeigt, so dass eine 

Therapie mit diesen Substanzen sorgfältig zu prüfen ist.  

Obwohl die theoretischen Ergebnisse der Pol-α-Docking-Studien gut mit den in-vitro-Daten 

korrelierten (s.o.), fehlt der endgültige Beweis, dass tatsächlich die Polymerase α inhibiert 

wird. Es lässt sich leider nicht von dem Pol-α-Inhibitor Aphidicolin auf die neuen Substanzen 

rückschließen, da Aphidicolin im Gegensatz zu den Phosphonaten nicht intrazellulär aktiviert 

werden muss und eine etwas andere Bindungsstelle besitzt. Dehalb müssen die aktivierten 

Triphosphat-Analoga an der isolierten Polymerase α auf Enzymhemmung untersucht werden 

(s.u.).  

 

Die vorletzte Synthesestufe von OxBu und OxHex – die entsprechenden Diethylester (DE, 

OxBu-DE; OxHex-DE) wurden ebenfalls auf Zytotoxizität geprüft. Die erhöhte Lipophilie der 

Diethylestervorstufen verstärkt die Aufnahme in die Targetzellen, in denen durch zahlreich 

exprimierte Esterasen die Muttersubstanzen freigesetzt werden (Gysler et al., 1997; 

Ngawhirunpat et al., 2003; Haberland et al., 2006), welche nun in größerer Menge für die 

Hemmung der Pol α zur Verfügung stehen. Dieser Umstand und eine erleichterte Beladung 

von Nanopartikeln machen diese Prä-Prodrugs zu attraktiven Wirkstoffen im Hinblick auf 

eine topische Applikation. Das Prinzip, durch Esterbildung die Arzneistoffapplikation zu 

verbessern, ist nicht neu. Mit Valaciclovir bzw. Valganciclovir, den Valinestern der 
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Ausgangssubstanzen, konnte die Resorptionsquote nach oraler Applikation entscheidend 

verbessert werden, da die Valinester Substrate intestinaler Aminosäuretransporter sind. Aus 

den Estern werden bereits in der Darmschleimhaut und später in der Leber die 

Muttersubstanzen freigesetzt, die nun in größerem Maß bioverfügbar sind (Lai et al., 2008). 

Die mit OxBu und OxHex strukturell verwandten Nukleotid-Analoga Adefovir und Tenofovir 

werden schlecht resorbiert. Bei Adefovir-dipivoxil und Tenofovir-disoproxil-fumarat ist aber 

nicht nur die Resorption, sondern auch die Penetration in die Targetzellen erheblich besser 

(Qaqish et al., 2003; Azanza et al., 2008). In der topischen Therapie wird ebenfalls mit z.B. 

Glucocorticoid-Ester-Prodrugs eine Steigerung der Lipophilie und damit verbesserte 

Penetration in die Haut und stärkere Wirkung erzielt (Gysler et al., 1997; Gysler et al., 1999). 

Die Zytotoxizität von OxBu-DE war im Vergleich zu OxBu erhöht, SCC25 Zellen wurden 

maximal zu 72 % gehemmt. Die Effekte von OxHex-DE an SCC25 Zellen unterschieden sich 

kaum von OxHex. Der wirksame Konzentrationsbereich änderte sich für beide Diethylester-

Vorstufen im Vergleich zu den Muttersubstanzen kaum. Allerdings wirkten die Prä-Prodrugs 

verstärkt zytotoxisch auf NHK, damit ging der tumorselektive Effekt vor allem für OxBu 

verloren (Tab. 3-2; Tab. 3-3). Dies lässt sich mit der höheren Lipophilie und dem dadurch 

verbesserten Eindringen in die Hautzellen erklären. Somit zeigten OxBu-DE und OxHex-DE 

kein verbessertes Wirkprofil, zudem steht ihr hohes Molekulargewicht (492 bzw. 520 g/mol) 

einer optimalen Hautpenetration entgegen (Potts & Guy, 1992; Moss et al., 2002;). 

 

4.1.4 Ausblick – Weiterentwicklung der Phosphonate 

 

Für die Weiterentwicklung der Phosphonate ist der endgültige Beweis der Polymerase-alpha-

Hemmung durch die Triphosphat-Analoga (OxBu-Diphosphat, OxHex-DP) im Enzym-Assay 

mit der isolierten Pol α essentiell. OxBu- und OxHex-Diphosphat können von der Firma 

Chiracon synthetisiert werden, das Enzym kann kommerziell erworben werden. Für die 

Entwicklung des entsprechenden Enzym-Assays kann auf veröffentlichte Methoden 

zurückgegriffen werden (Haraguchi et al., 1983; Tveit & Kristensen, 2001; Locatelli et al., 

2005).  

Es wäre zudem interessant, die intrazelluläre Aktivierung der Phosphonate nachzuvollziehen. 

Untersuchungen zum Metabolismus in der 2D-Zellkultur an NHK und SCC25 Zellen wurden 

daher begonnen, welche auf analogen Studien zum Metabolismus des strukturverwandten 

Adefovir basieren (Ray et al., 2004).  
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In einem nächsten Schritt müssten Untersuchungen an der 3D-Kultur sowie an exzidierter 

Human- oder Schweinehaut erfolgen. Die Arbeitsgruppe von Frau Dr. Höller Obrigkeit der 

Universität Aachen hat ein 3D-Modell humaner Plattenepithelkarzinomhaut entwickelt, wobei 

sie SCC12 Zellen in ein Konstrukt normaler humaner Keratinozyten inokulierten (Höller et 

al., 2001; Höller Obrigkeit et al., 2009). Auf dieser Basis wurden 3D-Haut-Tumor-Modelle 

mit SCC25 Zellen gezüchtet, die aktuell in Untersuchungen für den Wirknachweis der 

Testsubstanzen (OxBu und OxHex) in der 3D-Kultur eingesetzt werden. Für den Nachweis 

einer Reduktion der Tumorzellen werden die Modelle nach mehrtägiger Inkubation mit den 

Testsubstanzen immunhistochemisch charakterisiert (Höller Obrigkeit et al., 2009). Des 

Weiteren sollen zukünftig Penetrations- und Permeationsstudien an exzidierter Human- oder 

Schweinehaut mittels Franz-Zell-Diffusion erfolgen, um Erkenntnisse bezüglich Eindringtiefe 

in die Haut, d.h. Ausmaß der Penetration sowie Akkumulation der Testsubstanzen in 

bestimmten Hautschichten zu erhalten, um eine potentielle Schädigung der Dermis, die 

aufgrund der Toxizität von OxHex an Fibroblasten möglich ist, vor der Erstanwendung am 

Menschen besser abschätzen zu können. Permeationsstudien und Analytik des 

Akzeptormediums im Anschluss können zudem Hinweise zum Metabolismus in der 

Humanhaut liefern (Gysler et al., 1999). Eine starke Permeation der Substanzen würde das 

Risiko systemischer Nebenwirkungen erhöhen. Eine Untersuchung der systemischen Toxizität 

wird ohnehin im Rahmen der präklinischen Prüfung an Nagern durchgeführt – diese wurde 

bereits von der Firma tpi consult (toxikologie pharmakologie immunologie GmbH) unter der 

Leitung von Herrn Prof. Hockertz begonnen. Die ‚akute orale Toxizität’ wird nach OECD-

Richtlinie (423) nach einmaliger Injektion der Testsubstanzen in Mäuse und 14-tägiger 

Beobachtung festgestellt. Dosen von 100 mg/kg töteten 0 von 3 Mäusen. Die Untersuchungen 

dauern an. 

Da Arzneistoffe nur zu einigen Prozent aus Salben, Cremes und Gelen in die Haut penetrieren 

(Korting & Schäfer-Korting, in press), soll eine kontrollierte Penetration in die oberen 

Hautschichten mit Wirkstoff beladenen Trägersystemen wie ‚solid lipid nanoparticles’ (SLN) 

(Jenning et al., 2000; Lombardi Borgia et al., 2005; Santos Maia et al., 2002) oder ‚dendritic 

core-multishell nanotransporters’ (CMS) erreicht werden (Küchler et al., 2009). Dabei steigt 

die Effizienz der Beladung mit der Lipophilie der Substanzen (Schäfer-Korting et al., 2007). 

Untersuchungen zur Rezepturfindung von mit OxBu bzw. OxHex beladenen SLN wurden 

begonnen. Die endgültige nanopartikuläre Wirkstoffformulierung muss ebenfalls hinsichtlich 

des Penetrations- und Freisetzungsverhaltens sowie des Irritationspotentials getestet werden. 

Wolf et al. (2009) konnten keine akuten toxischen Effekte für SLN und CMS-Nanotransporter 



DISKUSSION  

 - 94 - 

nachweisen, so dass eine Hautverträglichkeit gewährleistet zu sein scheint. Falls OxBu und 

OxHex auch für die weiteren Krebsformen entwickelt werden sollen, könnten auch hier 

Nanopartikel für ein Drug Targeting eingesetzt werden. Nanopartikel, die den Antikörper 

Trastuzumab als Ligand trugen, banden das zelluläre HER2-Antigen auf Brustkrebszellen und 

führten so zur Anreicherung des inkorporierten Wirkstoffs in diesen Krebszellen (Spänkuch et 

al., 2008; Steinhauser et al., 2008). 

 

Andere Strategien für die Weiterentwicklung der Phosphonate ergeben sich aus verschiedenen 

Wirkstoffkombinationen, die zu einer Wirksteigerung führen könnten. Zunächst kann der 

Ansatz der Prästimulation mit 5-FU noch einmal aufgegriffen werden, um die Zellen durch 

Shift in die S-Phase für die Therapie mit OxBu und OxHex zu sensitivieren – die Phosphonate 

konkurrieren als Purin-Analoga nicht mit der Aktivierung von 5-FU. Möglicherweise wird 

aber ein zusätzlicher Effekt durch 5-FU-Stimulation von der ohnehin starken Toxizität der 

Phosphonate überdeckt. Deshalb sind Wirkstoffkombinationen mit unterschiedlichen 

zellulären Angriffspunkten sinnvoller. Da bei neoplastisch veränderten Keratinozyten die 

Telomerase hochreguliert ist, wodurch die Entstehung eines SCCs vorangetrieben wird 

(Parkinson et al., 1997), könnte eine Kombination mit Telomerase-Inhibitoren von Vorteil 

sein (Budiyanto et al., 2003). Des Weiteren erscheint eine Kombination mit EGFR-

Inhibitoren (epidermal growth factor receptor) sinnvoll, da die EGFR-Inhibition auch die 

Telomerase-Aktivität senkt (Budiyanto et al., 2003). Überdies scheint auch die Pol η ein 

interessantes Target zu sein: in Xeroderma pigmentosum Patienten ist das DNA-Polymerase-

H-Gen, welches für Pol η kodiert, mutiert – dadurch ist das Auftreten von 

Hautkrebserkrankungen durch UV-Exposition erhöht (Laposa et al., 2003; Cleaver, 2005).  

Wie dargestellt (Kapitel 1.2 Plattenepithelkarzinom) sind offenbar humane Papilloma Viren 

an der Tumorgenese des SCC beteiligt (Bulk et al., 2006; Näsman et al., 2009), wobei bei 

persistierenden HPV-Infektionen die Virus-DNA von Polymerasen des Wirts vervielfältigt 

wird (Park et al., 1994). Tatsächlich wurde in AK-Läsionen sogar mehr virale DNA 

nachgewiesen als in SCC-Läsionen (Weissenborn et al., 2005; Dianzani et al., 2008). Zudem 

zeigten SCC Patienten eine ausgeprägtere Serokonversion gegen HP-Viren als BCC Patienten 

(Andersson et al., 2008). In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass der antivirale 

Toll-like-Rezeptor-7-Agonist Imiquimod nicht nur gegen durch HPV ausgelöste 

Genitalwarzen wirksam ist, sondern auch zur off-label-Therapie der AK eingesetzt wird 

(Kapitel 1.3.2; Miller et al., 2008). Eine Kombination dieser Pharmaka erscheint deshalb 

prüfenswert. 
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4.2 Analytische Untersuchungen 

 

Für die vielversprechendsten Substanzen und deren voraussichtliche Metaboliten sollte eine 

HPLC-Analytik entwickelt werden, um diese Substanzen quantifizieren und hinsichtlich ihrer 

chemischen Stabilität untersuchen zu können. Mit dieser Methode sollen später die bereits 

erwähnten pharmakokinetischen Untersuchungen an 2D-Kulturen und 3D-Hautmodellen 

sowie die Quantifizierung der applizierten Dosen der angesprochenen toxikologischen 

Untersuchungen durchgeführt werden. Zudem galt es, eine Festphasenextraktionsmethode zur 

Isolierung der Phosphorylierungsprodukte der Testsubstanzen aus der Zellkultur zu etablieren. 

 

4.2.1 Analytik der Nicht-Phosphonate 

 

Im ersten Teil der Arbeit sollte eine Methode für die Molecular Modelling Substanzen     

BuP-OH, HM-1 und HM-1-Oxim entwickelt werden. Da diese Substanzen nur in begrenzter 

Menge verfügbar waren, wurde zunächst mit den natürlichen Nukleosiden Thymidin und 

Guanosin gearbeitet, deren Phosphorylierungsprodukte (dTMP, dTDP, dTTP, GMP, GDP, 

GTP) neben den Basen Thymin und Guanin als eventuelle Abbauprodukte detektierbar sein 

sollten.  

Die ersten Versuche orientierten sich an Veröffentlichungen, die sowohl Purin- als auch 

Pyrimidinnukleoside trennten (Alnouti et al., 2004; Ding et al., 2004; Verweij-van Wissen et 

al., 2005). Es wurde mit einer Umkehrphase (RP-Säule), UV-Detektion (260 nm) und 

Gradientenelution mit Acetonitril und Acetat-Essigsäure-Puffer gearbeitet. Ein Laufmittel mit 

saurem pH und Acetonitril als organische Komponente zu verwenden, hatte sich als 

vorteilhaft erwiesen (Alnouti et al., 2004). Dem lag die Überlegung zugrunde, dass die 5 

Substanzen unterschiedlich protoniert werden und so in ihrer Polarität differieren. Base und 

Nukleosid, nicht aber die 3 Phosphate konnten getrennt werden. Mit den Eluenten Acetonitril 

und Phosphatpuffer (NH4H2PO4), die mehrfach zur Analyse von Purin- und 

Pyrimidinnukleosiden sowie deren Abbauprodukten dienten (Fan et al., 2002; Kießling et al., 

2004; Kano et al., 2005), wurde jedoch keine ausreichende Trennung erzielt. Erfolg brachte 

eine Gradientenelution mit dem Ionenpaarreagenz Tetrabutylammoniumchlorid (TBA-Cl-

Puffer), die auf der Methode von Decosterd et al. (1999) basierte. TBA+-Ionen bilden 

Assoziate unterschiedlicher Stöchiometrie und Polarität mit der negativen Ladung der 

Phosphatgruppen (P-) der Nukleotide. Decosterd et al. (1999) trennten nur die 
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phosphorylierten Metabolite, nicht die Nukleoside und Basen. Die Phosphattrennung mit 

TBA-Cl (Kapitel 2.2.5) erlaubte die Basislinientrennung der Basen, Nukleoside und 

Nukleotide der Thymin- und Guaninreihe (Abb. 3-15) sowie deren Detektion im nanomolaren 

Bereich (Bestimmungsgrenze: 2 nmol/ml; 0,252 – 1,145 µg/ml; Tab. 3-6). Die Peakflächen 

korrelierten meist gut mit der Konzentration (r2 > 0,9).  

Zudem wurden Stabilitätsuntersuchungen der Modellsubstanzen bei Raumtemperatur über 

120 h durchgeführt. Diese ergaben keinen signifikanten Abbau, so dass eine durch Instabilität 

bedingte, fehlerhafte Detektion ausgeschlossen werden kann.  

Mit der für Thymidin und Guanosin entwickelten Methode liessen sich auch die 

Testsubstanzen BuP-OH, HM-1, HM-1-Oxim sowie die Nukleosid-Analoga Zalcitabin, 

Capecitabin, 5-FU und Aciclovir analysieren. Die Retentionszeiten (Tab. 3-5) sind ein Maß 

für die Polarität der Substanzen, wobei die stärker hydrophilen Substanzen schneller eluiert 

werden, da sie mit der unpolaren, stationären (RP-)Phase geringere Wechselwirkungen 

ausbilden. Die Nukleosid-Analoga ohne größere Substituenten am Purin- bzw. Pyrimidinring 

mit Zucker(-analoger) Komponente (HM-1, HM-1-Oxim, Zalcitabin, Aciclovir) sind 

hydrophiler, werden also nach relativ kurzer Zeit detektiert. BuP-OH und Capecitabin, beide 

mit lipophilen Substituenten am Purin- bzw. Pyrimidinringsystem, weisen längere 

Retentionszeiten auf.  

4.2.2 Analytik der Phosphonate 

 

Ferner sollte eine HPLC-Methode für die Phosphonate OxBu und OxHex entwickelt werden, 

welche sich im Laufe der pharmakologischen Testung als aussichtsreichste Substanzen 

herausgestellt hatten. Dafür wurde zunächst die von der Firma Chiracon entwickelte 

isokratische Methode (basische Phosphonattrennung, Kapitel 2.2.5) adaptiert, OxBu wurde 

nach ca. 4 Minuten als sauber definierter Peak detektiert (Abb. 3-18), allerdings führte die 

starke Basizität der Laufmittel (pH 10,6) zur Zersetzung der RP-Säule (stabil bis pH 10). Für 

die weiteren Untersuchungen wurde eine stabilere Säule (bis pH 11) eingesetzt und ein 

Gradient eingeführt, um Abbauprodukte und Metabolite in einem größeren Polaritätsbereich 

zu eluieren. Überraschenderweise ergaben die Chromatogramme stets 2 Peaks für OxBu bzw. 

OxHex (Abb. 3-19; mittlere RT: 2,43 und 9,15, bzw. 2,44 und 11,21), deren Fläche sehr gut 

mit der Konzentration korrelierte (r2 > 0.99, Abb. 3-20). Trennung einer 1:1-Mischung von 

OxBu und OxHex ergab, dass der erste Peak beider Substanzen nahezu dieselbe 

Retentionszeit aufwies. Möglicherweise stellt der erste Peak die deprotonierte Form, d.h. sehr 

hydrophile Salzform der Moleküle dar, wodurch der Unterschied zweier CH2-Gruppen in der 
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Alkylkette keinen Einfluss auf die Retentionszeit hat und die beiden Substanzen praktisch 

zeitgleich eluiert werden. Der zweite Peak könnte die protonierte (Phosphonsäure-)Form 

darstellen – in der nicht-ionischen Form kann die unterschiedliche Länge der Alkylkette 

durchaus eine RT-Differenz von ca. 2 min ausmachen. Eine Zersetzung im basischen Milieu 

ist nicht anzunehmen, da OxBu im Stresstest gegenüber basischen Einflüssen relativ stabil 

war. Durch Säureeinwirkung kam es lediglich zu Ladungsverschiebungen im Molekül oder 

der Bildung eines inneren Salzes, wodurch der Hauptpeak eine geringfügig längere RT 

aufwies. Unter oxidativem Stress und bei trockener Hitze fand eine deutliche Zersetzung statt 

(Zuhse et al., 2008). Eine saubere Analytik erfordert Chromatogramme mit einem Peak pro 

Substanz, die von Chiracon adaptierte Methode ist daher zur Validierung ungeeignet und 

wurde nicht weiterverfolgt. 

 

In Analogie zu der erfolgreichen Phosphattrennung mit TBA-Cl wurde in einem zweiten 

Ansatz eine ähnliche Methode zur Trennung der Phosphonate entwickelt. OxBu und OxHex 

können aufgrund der Phosphonsäurestruktur leicht deprotonieren und ein Ionenpaar mit  

TBA-Cl bilden. Die Entwicklung orientierte sich an Verfahren zur Analytik von Adefovir 

bzw. Tenofovir (Shaw et al., 1997; Sentenac et al., 2003; Rezk et al., 2005; Vávrová et al., 

2007). Alle Verfahren benutzen ein Tetrabutylammoniumsalz (meist TBA-hydrogensulfat) in 

einem wässrigen, phosphatgepufferten Laufmittel (pH 6) sowie eine organischen Phase 

(Acetonitril oder Methanol) an einer RP18-Säule. Häufig wird UV-detektiert (ca. 260 nm). 

Die Bestimmungsgrenzen liegen im Bereich 10-8 bis 10-7 M (0,01 – 0,1 µg/ml Substanz). 

Einige Methoden beschreiben eine Derivatisierung von Adefovir bzw. Tenofovir zum 

Chloroacetaldehyd-Derivat (Inkubation mit gepufferter, 0,34%iger Chloroacetaldehydlösung, 

pH 4,5, ca. 40 min, ca 90 °C) und anschließender Fluoreszenzdetektion (Extinktion 236 nm, 

Emission 420 nm; Shaw et al., 1997; Jullien et al., 2003; Sparidans et al., 2003). Allerdings 

sind diese Methoden recht aufwendig und störanfällig, zudem konnte durch die 

Derivatisierung die Bestimmungsgrenze nicht verbessert werden. 

Die endgültige Methode basierte auf der Veröffentlichung von Vávrová et al. (2007). Das lag 

vor allem an der geringen Salzkonzentration der verwendeten Laufmittel (10 mM KH2PO4,      
2 mM Bu4N+Cl-), wodurch anders als bei den stärker konzentrierten Laufmitteln anderer 

Methoden (bis 20 mM Phosphatpuffer und bis 10 mM Bu4N+-Salz; Shaw et al., 1997; 

Sentenac et al., 2003; Rezk et al., 2005) säulen- und systemschonender gearbeitet wurde. 

Hohe Salzkonzentrationen führen schnell zu Ablagerungen – vor allem des relativ großen 

TBA-Moleküls – auf der Säule und Verstopfung feinster Kapillaren, wodurch die 
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Trennleistung und Elutionstendenz der Analyten stark abnimmt. Anders als Vávrová et al. 

(2007) wurde nicht isokratisch, sondern mit Gradientelution gearbeitet, um Metabolite und 

Abbauprodukte unterschiedlicher Polarität in einer Analyse detektieren zu können. Die 

Phosphonattrennung mit TBA-Cl (Kapitel 2.2.5) war etwas weniger sensitiv als die basische 

Phosphonattrennung, lieferte aber nur einen Peak, dessen Fläche sehr gut mit der 

Konzentration korrelierte (Abb. 3-22; r2 > 0.99). Das strukturverwandte Phosphonat Adefovir 

konnte als interner Standard eingesetzt werden, dabei korrelierte das Verhältnis der OxBu- 

bzw. OxHex-Fläche zur Adefovir-Fläche linear mit der Konzentration (Abb. 3-23, r2 > 0,99). 

Die UV-Detektionswellenlänge orientierte sich anfänglich an Vorversuchen, die eine 

maximale Peakfläche bei 270 nm ergeben hatten, später wurde aber gemäß der UV-

Absorptionskurven von OxBu und OxHex bei 275 nm detektiert und so die Sensititvät der 

Methode etwas erhöht. In aktuellen Arbeiten wurden Guanin, Guanosin sowie dessen 3 

Phosphatformen mit dieser Methode detektiert, dies unterstreicht die Anwendbarkeit der 

Methode zur Detektion der Guanosin-analogen Phosphonate OxBu und OxHex sowie deren 

voraussichtlichen phosphorylierten Metaboliten. Die Bestimmungsgrenze ist mit 6 x 10-7 M 

(OxBu 0,262 µg/ml; OxHex 0,278 µg/ml) noch nicht zufriedenstellend und sollte – eventuell 

durch eine empfindlichere Detektionsmethode – verringert werden (s.u.), allerdings konnten 

auch Vávrová et al. (2007) nur bis 3,6 x 10-7 M (0,100 µg/ml) Adefovir detektieren. 

 

4.2.3 Analytik des Metabolismus 

 

Wie erwähnt, sind genaue zellkinetische Untersuchung, ob intrazellulär tatsächlich eine 

Aktivierung zu den phosphorylierten Metaboliten erfolgt, interessant. Daher sollte im dritten 

Teil der analytischen Arbeit eine Festphasenextraktion zur Isolierung dieser Metabolite 

etabliert werden. Dabei muss die stationäre Phase so beschaffen sein, dass die zu isolierenden 

Komponenten der flüssigen Phase zunächst gebunden werden, später aber von dieser eluierbar 

sind (Hennion, 1999). Erste Tests erfolgten an SCC25 Zellen, da diese eine höhere 

Stoffwechselaktivität aufweisen und demnach die Modellsubstanzen Thymidin und Guanosin 

stärker phosphorylieren als weniger teilungsaktive Zellen und so die Isolierung und Detektion 

einfacher als bei NHK gelingen könnte. Für den Aufschluss der Zellen wurden zunächst drei 

Verfahren gewählt (Kapitel 2.2.6). Die methanolische Extraktion (III) wird in der Literatur am 

häufigsten beschrieben (Slusher et al., 1992; Solas et al., 1998; Claire, 2000; Rodriguez et 

al., 2000b; Gourdeau et al., 2001) – die Zellpellets werden meist über Nacht mit Methanol   

(60 %) bei -70 °C bis -80 °C extrahiert. Der Zellaufschluss mit Lyse-Puffer (I) wurde in 
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Anlehnung an Verfahren zur Extraktion von DNA bzw. RNA zusammengestellt (Richartz, 

2007) und erschien als nützliches Reagenz, die Zellsubstanz zu solubilisieren, die Proteine zu 

denaturieren (durch SDS) und durch anschließendes Zentrifugieren abzutrennen. Mit dieser 

Aufschlussmethode wurden die besten Ergebnisse erzielt. Als drittes Agens zum 

Zellaufschluss diente Trypsin-EDTA-Reagenz (II), welches Peptidbindungen spaltet. Nach 

Inkubation mit den Testsubstanzen wurde die Festphasenextraktion mit 2 Säulentypen 

durchgeführt – sowohl mit unpolaren Säulen (Bond Elut C18, C8, C2), als auch mit 

Anionenaustauschersäulen (Certify II, SPEC NH2). Für die anschließende Detektion der 

Analyten konnte auf die HPLC-Methode der Phosphattrennung mit TBA-Cl zurückgegriffen 

werden. Die Extraktion an unpolaren Säulen durch Rückhaltung des lipophilen Phosphat-

TBA-Assoziats (Claire, 2000) wird in der Literatur seltener beschrieben als die Extraktion an 

Anionenaustauschersäulen, bei denen das Phosphat-Anion selbst zurückgehalten wird 

(Slusher et al., 1992; Solas et al., 1998; Rodriguez et al., 2000b). Es zeigte sich, dass die 

Festphasenextraktion an unpolaren Säulen weniger geeignet war. Die C8- und C2-Säulen sind 

wahrscheinlich nicht lipophil genug, um die Phosphat-TBA-Assoziate zurückzuhalten, da mit 

diesen Säulen kaum verwertbare Ergebnisse erhalten wurden. Die C18-Säule erschien etwas 

geeigneter, lieferte jedoch auch keine reproduzierbaren Ergebnisse. Problematisch ist zudem 

die Elution von unpolarem Zellmaterial anderer Art, das möglicherweise die Analyten 

überdeckt. Bessere Resultate konnte mit den Anionenaustauschersäulen, speziell mit der 

stärkeren Säule Certify II, erreicht werden (Abb. 3-25). Offenbar werden hier die Analyten 

stark im Säulenbett zurückgehalten und ungeladene Begleitstoffe ausgewaschen. Thymidin 

könnte als ungeladenes Molekül bereits im Waschschritt verloren gehen, die Ergebnisse 

zeigten aber, dass auch Thymidin in der Elutionsfraktion nachweisbar war. Kritisch und 

eventuell der Grund für die bislang ungenügende Reproduzierbarkeit der Versuche ist die 

Elution – das Elutionsmittel muss die Analyten stärker binden als die 

Anionenaustauschersäule. Die Untersuchungen ergaben, dass in den mit Thymidin und 

Guanosin inkubierten Zellen vor allem dTMP und GMP gebildet wurden (Abb. 3-25).  

Zur Berechnung der Wiederfindungsrate der Substanzen wurde das überstehende Medium vor 

der Extraktion direkt mittels HPLC analysiert. Dabei wurden hauptsächlich Thymidin 

(mittlere RT 7,89 min; Abb. 3-24 A) und Guanosin (mittlere RT 8,56 min) detektiert. Eine 

Aussage über die in die Zelle aufgenommene Menge der Modellsubstanzen war nicht 

möglich, da die Peakflächen von Probe zu Probe stark schwankten und zudem in einigen 

Versuchen ein starker Abbau zu Thymin bzw. Guanin eintrat (Abb. 3-24 B). Dieser Abbau 

trat nur sporadisch auf, daher muss die hohe Temperatur (37 °C) während der 24-stündigen 
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Inkubation als alleinige Ursache bezweifelt werden. Leider ist es im Rahmen dieses 

Dissertationsvorhabens noch nicht gelungen, eine geeignete und vor allem reproduzierbare 

Methode für die Festphasenextraktion zu etablieren.  

 

4.2.4 Ausblick – Weiterentwicklung der Analytik 

 

HPLC. Die favorisierte TBA-Cl-Methode zur Phosphonat-Analytik wird mit einer neuen, 

reineren Charge von OxBu und OxHex und mit Adefovir als internem Standard verfeinert und 

validiert. Sobald die Diphosphatformen dieser Substanzen vorliegen, sollte die 

Anwendbarkeit der Methode auf deren Detektion geprüft und diese Triphosphat-Analoga in 

den Validierungsprozess einbezogen werden. Weiterhin sind umfangreiche Stabilitätstests mit 

den Muttersubstanzen sowie deren nanopartikulären Zubereitungen erforderlich. Die 

Charakterisierung der SLN hinsichtlich Stabilität und Wirkstoffbeladung kann auch mit Hilfe 

der Parelektrischen Spektroskopie (PS) erfolgen (s.u., Blaschke et al., 2007). Nach Filtration 

der Partikeldispersionen können der freie Wirkstoffanteil im Dispersionsmittel mittels HPLC 

sowie die Beladungskapazität der SLN mittels PS bestimmt werden. Mit der validierten 

HPLC-Methode sollen zukünftig die Proben aus den erwähnten pharmakokinetischen 

Untersuchungen an 2D-Kulturen und 3D-Hautmodellen analysiert und die Dosen der 

Testmaterialien der toxikologischen Prüfung verifiziert werden.  

Da die Sensivität der HPLC-Methode eventuell nicht ausreichend ist, sollten Möglichkeiten 

einer verbesserten Detektion verfolgt werden. Zahlreiche Methoden favorisieren eine 

Anionenaustauschersäule zur Analytik von Nukleosiden und deren phosphorylierten 

Metaboliten und erzielen damit Bestimmungsgrenzen im subnanomolaren bis picomolaren 

Bereich, wobei mit UV- oder radioaktiver Detektion gearbeitet wird (Darque et al., 1999; 

Rana & Dudley, 1999; Rodriguez et al., 2000a). Ausserdem kann eine Massenspektrometrie 

die Detektion bis in den (sub)picomolaren Bereich erweitern (Claire, 2000; Rodriguez et al., 

2000b). 

Festphasenextraktion. Zur Verbesserung dieser analytischen Methode sollten vor allem 

weitere Möglichkeiten des Zellaufschlusses geprüft werden, um sicherzustellen, dass die in 

der Zelle gebildeten Metabolite quantitativ in Lösung gehen und so der Festphasenextraktion 

zugänglich sind. Möglich wäre die Zelllyse mit hypotonischen Puffern, die 

Membranpermeabilisierung mit Ethanol, Lysolecithin oder nichtionischen Detergentien 

(Triton-X oder Tween 20) sowie die mechanische Zerstörung der Zellen mit flüssigem 

Stickstoff. Außerdem sollte untersucht werden, ob sich eine an den Zellaufschluss 
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anschließende Proteinfällung (z.B. mit Chloroform und Methanol; mit Trichlor- oder 

Trifluoressigsäure; Sentenac et al., 2003) als förderlich erweist. Gourdeau et al., (2001) 

verzichten ganz auf eine Festphasenextraktion – nach methanolischer Extraktion werden die 

Zellsuspensionen zentrifugiert, zur Trockne einrotiert, der Rückstand in Wasser gelöst und 

direkt mittels HPLC analysiert. Möglicherweise ist diese Verfahrensweise robuster, 

problematisch ist eine potentielle Überlagerung der Analyten. Die Festphasenextraktion 

könnte nicht nur eine nützliche Methode für zellkinetischen Untersuchungen zum 

Metabolismus sein, sondern auch für spätere Untersuchungen von Blut, Plasma und Urin 

eingesetzt werden (Solas et al., 1998; Claire, 2000; Rodriguez et al., 2000b; Sentenac et al., 

2003; Rezk et al., 2005).  

Analytik zur Differenzierung von gesunder Haut und Hauttumor. Im Hinblick einer 

frühzeitigen Erkennung hyperproliferativer Hautveränderungen ist eine nicht-invasive 

Diagnostik wünschenswert. Einen vielversprechenden Ansatz stellt die Parelektrische 

Spektroskopie (PS) dar. Die PS ist zur Charakterisierung der Wirkstoff-Partikel-Interaktionen 

bereits etabliert (Blaschke et al., 2007; Braem et al., 2007). Eine Differenzierung von 

gesunder Haut und Tumorgewebe sollte möglich sein, da sich die Dipoldichten und                  

-beweglichkeiten verschiedener Organe unterscheiden (Mahlstedt et al., 2002; Blaschke et al., 

2006). Tumorhaut ist mittels PS statistisch signifikant von gesunder Haut abgrenzbar; auf 

diese Weise konnte das Tumorwachstum verfolgt werden (Blaschke et al., to be submitted).  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

 
Die Inzidenz von hellem Hautkrebs hat in den letzten Jahrzehnten, auch aufgrund zu hoher 

UV-Licht-Exposition, stark zugenommen. Die derzeitigen topischen Therapieoptionen sind 

entweder schmerzhaft – wie mit 5-FU und der photodynamischen Therapie und/oder weisen 

unzureichende Heilungsraten auf – wie mit 5-FU und Diclofenac-Hyaluronsäure-Gel. Daher 

war es ein Ziel dieser Arbeit, einen neuen therapeutischen Ansatz – die Interferenz mit der 

DNA-Synthese – für eine verbesserte topische Therapie der Aktinischen Keratose, des 

Plattenepithelkarzinoms und des Basalioms zu entwickeln.  

Die Pol α ist ein vielversprechendes Target, da sie die ersten Schritte der DNA Replikation 

katalysiert und mit einer Primase-Funktion assoziiert ist. Die 3-dimensionale Struktur des 

aktiven Zentrums der humanen Pol α konnte mittels Molecular Modelling konstruiert und eine 

Reihe bekannter Pol-α-Inhibitoren in das aktive Zentrum gedockt werden. Gemäß diesen 

Molecular-Modelling-Berechnungen wurden die neuen nukleosidischen Verbindungen HM-1-

Oxim und isoHex-OH sowie die neuartigen Nukleotid-Analoga OxBu, OxIsohex, OxHex und 

deren Diethylester OxBu-DE und OxHex-DE identifiziert, synthetisiert und im Rahmen dieser 

Arbeit mittels in-vitro-Zelltests pharmakologisch gescreent, wobei 5-FU, der Pol-α- und -δ-

Hemmer Aphidicolin sowie die bereits gemodellten und getesteten Substanzen HM-1 und 

BuP-OH als Referenzen gewählt wurden.  

Mit HM-1-Oxim und isoHex-OH gelang es weder, den derzeitigen Standard der topischen 

Therapie – 5-FU – in seiner Wirkung zu übertreffen, noch Tumorzellen selektiv anzugreifen. 

Auch eine Costimulation mit 5-FU erbrachte keine Verbesserung.  

Die Derivatisierung zum Phosphonat an der endständigen 5’-OH-Gruppe des Zucker-

analogen Molekülteils führte zu den besser aktivierbaren Monophosphat-Analoga OxBu, 

OxIsohex und OxHex. Untersuchungen an normalen humanen Keratinozyten und an der 

Plattenepithelkarzinomzelllinie SCC25 ergaben eine deutliche Tumorselektivität, wobei 

OxBu und OxHex SCC25 Zellen schon im nanomolaren Bereich angriffen. Damit sind diese 

Phosphonate 1000- bzw. 10000-fach aktiver als die Vergleichssubstanzen Aphidicolin und   

5-FU bzw. BuP-OH. Damit wurde das Ziel, die Wirksamkeit von 5-FU und BuP-OH zu 

übertreffen, erreicht und zudem tumorselektive Substanzen generiert. Nachteilig war die 

Hemmung normaler humaner Fibroblasten – durch OxHex bereits in nanomolaren 

Konzentrationen (-lg IC50 ca. 8), vorausgesetzt die Phosphonate penetrieren in relevanten 

Mengen in die Dermis. Trotz allem scheint OxHex aufgrund seiner stärkeren Zytotoxizität der 

bessere Kandidat für eine Therapie des hellen Hautkrebses zu sein.  
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Die Resultate der pharmakologischen Untersuchungen stimmten gut mit den Voraussagen des 

Molecular Modelling überein, was allerdings nicht bei den iso-Hexyl-Derivaten der Fall war, 

deren nicht-lineare Seitenkette eventuell erschwert in das aktive Zentrum der Pol α eintritt.  

Aufgrund ihrer großen Zytotoxizität gegenüber Plattenepithelkarzinomzellen wurden die 

Testsubstanzen OxBu und OxHex zusätzlich an den Tumorzelllinien HT29, MCF7, T24 und 

SISO untersucht und wirkten auch an diesen zuverlässig. Die Zytotoxizität von OxBu übertraf 

sogar die an SCC25 Zellen. Ferner wurden die Diethylester (DE) von OxBu und OxHex an 

SCC25 Zellen und NHK auf Zytotoxizität geprüft, weil die erhöhte Lipophilie nicht nur die 

Beladung von Nanopartikeln vereinfachen, sondern auch zu einer verstärkten Aufnahme in 

die Targetzellen führen könnte, in welchen nach enzymatischer Esterspaltung die 

Muttersubstanzen freigesetzt werden. OxBu-DE und OxHex-DE zeigten allerdings ein 

schlechteres Wirkprofil als die Muttersubstanzen.  

 

Im zweiten Teil der Arbeit sollten eine analytische Detektionsmethode (HPLC) für die Pol-α-

Hemmer und deren voraussichtliche Metaboliten entwickelt sowie eine 

Festphasenextraktionsmethode zur Isolierung dieser Metaboliten etabliert werden. Eine 

HPLC-Trennung der Modell-Nukleoside Thymidin und Guanosin inklusive deren DNA 

Basen und Nukleotide gelang mit Basislinientrennung und Detektion im nanomolaren 

Bereich. Mit dieser Methode ließen sich auch die Testsubstanzen BuP-OH, HM-1, HM-1-

Oxim sowie die Nukleosid-Analoga Zalcitabin, Capecitabin, 5-FU und Aciclovir detektieren. 

Für die Phosphonate OxBu und OxHex konnte eine HPLC-Methode mit Adefovir als 

internem Standard erarbeitet werden, mit welcher auch die Detektion der (bisher noch nicht 

synthetisierten) Diphosphate der Testsubstanzen möglich scheint.  

 

 

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit die Phosphonate OxBu und OxHex aufgrund 

ihrer starken Zytotoxizität und Selektivität gegenüber Plattenepithelkarzinomzellen als 

potentielle Wirkstoffe für die topische Therapie des hellen Hautkrebses identifiziert sowie 

eine HPLC-Analytik für diese Substanzen entwickelt. 
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SUMMARY 

 
Due to an increased UV exposure, the number of patients with actinic keratosis and cutaneous 

squamous cell carcinoma has increased dramatically. Current therapy of actinic keratosis is 

either painful as with 5-fluorouracil (5-FU) and photodynamic therapy and/or cure rates are 

not totally satisfying as with 5-FU and diclofenac/hyaluronic acid. Therefore the aim of this 

study was an alternative approach like interference with DNA synthesis.  

The human DNA polymerase α catalyzes the very first steps in DNA replication and is tightly 

associated with a primase. Therefore, it is an interesting target. Recently, the three-

dimensional structure of the active site of human DNA polymerase α was proposed based on 

the application of molecular modelling methods and molecular dynamic simulations. The 

modelled structure of the enzyme was used for docking several known inhibitors in its active 

site. Based on molecular modelling novel nucleosides as HM-1-oxime and isoHex-OH as well 

as the nucleotide analogs OxBu and OxHex and their diethylester prodrugs were identified, 

synthesized and subjected to an in-vitro-screening comparing the results to the reference 

compounds 5-FU, aphidicolin – a well-known polymerase α and δ inhibitor – and to the 

already modelled and testet compounds HM-1 and BuP-OH. 

Neither HM-1-oxime nor isoHex-OH surmounted the effects of 5-FU – the current standard 

for topical therapy of actinic keratosis. Moreover, no selectivity for tumor cells was observed. 

Costimulating the cells with 5-FU and the indicated agents did not improve the outcome 

either.  

Next, the phosphonate derivatives OxBu, OxIsohex and OxHex, containing a metabolically 

stable P-C bond, were developed in order to circumvent the initial activation step. 

Cytotoxicity testing in normal human keratinocytes (NHK) and SCC25 cells showed a distinct 

selectivity of the phosphonates for tumor cells. OxBu and OxHex affected SCC25 cells even 

in the nanomolecular range. Referring to the IC50 values, OxBu and OxHex exceeded the 

activity of 5-FU and aphidicolin about 1000fold, BuP-OH was outranged about 10.000fold. 

Summing up, the aim of exceeding the effects of 5-FU and BuP-OH was achieved. 

Additionally, the lack of tumor selectivity has been overcome. OxHex, however, decreased 

the viability of normal human fibroblasts already at nanomolecular concentrations, too, 

whereas OxBu acts only at high concentration. Therefore, OxHex might be more toxic as 

compared to OxBu, if the substance penetrates into the dermis at a relevant amount. 

Nevertheless, OxHex appeared to be the most promising candidate for an improved skin 

cancer therapy. 
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These findings are well in accordance with the predictions made with the 3D-model except 

the iso-hexyl derivatives which were less acitve than predicted by molecular modelling, 

possibly due to a hindered access of the non-linear side chain to the active site of the enzyme.  

Due to their great potential as antitumor agents for actinic keratosis and squamous cell 

carcinoma OxBu and OxHex were tested in other tumor cell lines like HT29, MCF7, T24 and 

SISO cells, too. In fact, the phosphonates once more suppressed the viability of these tumor 

cell lines very efficiently. The cytotoxicity of OxBu often even surmounted the effects seen in 

SCC25 cells. Since normal human keratinocytes produce great amounts of esterases the 

ability to affect NHK and SCC25 cells was investigated with the respective diethylesters of 

OxBu and OxHex, too. The higher lipophilicity may favour penetration of the target cell as 

well as skin penetration when applied topically. Unexpectedly, the activity of the phosphonate 

diethylesters was less favourable as compared to the activity of OxBu and OxHex. 

 

Secondly, an analytical method (HPLC) ought to be investigated to detect the pol α inhibitors 

and their expected metabolites. Additionally, a solid phase extraction method ought to be 

established to extract these metabolites from the cells.  

An HPLC method was developed analysing the model compounds thymidine and guanosine 

including their respective DNA bases and nucleotides. Baseline separation and detection in 

the nanomolecular range was achieved. This method was applicable to the test compounds 

BuP-OH, HM-1, HM-1-oxime as well as to the nucleotide analogs zalcitabine, capecitabine,  

5-FU and acyclovir. Aiming the detection of OxBu and OxHex likewise, an HPLC method 

usinig adefovir as internal standard was established. This method seems to be applicable for 

future detection of the potential phosphorylated metabolites of OxBu and OxHex.  

 

 

In conclusion, within the present study the phosphonates OxBu and OxHex were identified as 

active agents concerning improved topical skin cancer therapy due to their great cytotoxicity 

and selectivity for squamous cell carcinoma cells. Moreover, the respective analytical method 

was investigated. 
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