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1. EINLEITUNG

1.1 Maligne Tumorerkrankungen

Krebs ist ein maligner Tumor, der durch unkontrollierte, infiltrative und destruktive
Proliferation korpereigener Zellen charakterisiert ist (Mutschler et al, 2020). Nach den
kardiovaskuldren Erkrankungen stellte Krebs im Jahr 2017 in Deutschland die zweithau-
figste Todesursache dar. Bei Frauen war das Mammakarzinom neben dem Darmkrebs die
am haufigsten diagnostizierte Krebsart (Abb. 1.1) (Statistisches Bundesamt, 2019).

Die Ursachen der Krebsentstehung sind sehr vielfaltig und kénnen sowohl endogener als
auch exogener Natur sein (Mutschler et al, 2020). Ihnen gemeinsam ist eine Stoérung im
Kontrollmechanismus des physiologischen Wachstums aufgrund von irreversibler Diffe-
renzierung der Zellphysiologie und der DNA, welche zur ungehemmten Proliferation und
Zerstorung umliegender Gewebe fiihrt (Herdegen et al, 2020). In diesen Geweben wird
die maligne Transformation durch ein Ungleichgewicht bestimmt. Die Zellproliferation
nimmt zu und die Apoptose wird gehemmt. Dabei ist die Tumorgenese ein mehrstufiger
Prozess, untergliedert in Initiation (Fixierung permanenter DNA-Schdden), Promotion
(klonale Expansion initiierter Zellen) und Progression (Zunahme der Wachstumsautono-
mie sowie der Malignitit des Tumors) (Efferth, 2007). HANAHAN und WEINBERG (2011)
charakterisierten im ,Hallmarks of cancer” Tumorzellen durch ihre Aufrechterhaltung
proliferativer Signalwege, Wachstumssuppressor-Unempfindlichkeit, Unsterblichkeit, In-

duktion von Angiogenese und die Aktivierung von Invasion und Metastasierung.

rige Lokalisationen

gen

er
ille

Darm

Abb. 1.1: Epidemiologie von Krebserkrankungen der Frauen in 2016 in Deutschland

Dargestellt ist die Anzahl der Neuerkrankten und der Sterbefille fiir eine bestimmte Krebsform basierend
auf den Daten des Robert Koch-Institutes (2019). Daraus ist abzuleiten, dass das Ovarialkarzinom zu den
zehn haufigsten Neuerkrankungen aller Krebserkrankungen in Deutschland zahlt und im Bereich der Ster-
berate zu den fiinf haufigsten Ursachen gehort.
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Die Risikofaktoren fiir eine Neoplasie konnen neben der genetischen Disposition auch der
individuelle Lebensstil, die Ernahrung sowie der Body-Maf3-Index und das Alter sein. Des
Weiteren spielen in Entwicklungslandern virale Infektionen als Grund fiir eine maligne
Tumorentstehung eine bedeutende Rolle (Deutsche Krebsgesellschaft, 2016).

Trotz grofier Fortschritte in Pravention, Fritherkennung und Therapie im Bereich der On-
kologie in den letzten Jahren, gibt es immer noch viele therapielimitierende Faktoren, wie
unerwiinschte Arzneimittelwirkungen oder die Problematik der Resistenzentwicklung.
Die hohe Letalitdtsrate und die grofie Anzahl an Neuerkrankungen, gerade im Bereich der
gynakologischen Onkologie, zeigen die essenzielle Bedeutung der Forschung an neuen

Therapieansiatzen und neuen Arzneimittelkandidaten.

1.2 Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom, ein maligner Tumor des Eierstocks, zahlt zu den aggressivsten Tu-
moren und besitzt fir Frauen noch immer die flinft-hdufigste Letalitatsrate aller
Krebserkrankungen in Deutschland. Jahrlich erkranken in Deutschland etwa 7.250 Pati-
entinnen neu an diesem Karzinom. (Abb. 1.1) (Deutsche Krebsgesellschaft, 2017; Robert
Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
e.V,, 2019; Siegel et al, 2020; Torre et al,, 2018). Fir Ovarialkarzinome wird allgemein
angenommen, dass Ovulationen, Zytokinexpositionen oder oxidativer Stress in den Zellen
zu Mutationen und zur Akkumulation von DNA-Strangbriichen fithren kdnnen.

Aufgrund der relativen Symptomlosigkeit bzw. der sehr unspezifischen, gastrointestinal-
urogenitalen Symptome zu Beginn der Erkrankung kommt es haufig erst im weit fortge-
schrittenen Stadium zur Diagnose (>75% in FIGO III-1V) (Leitlinienprogramm Onkologie,
2020b) und somit zur erschwerten Therapie. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir das Ovari-
alkarzinomen liegt bei etwa 41 % und hat sich im Vergleich zu 1999 nur minimal
verbessert (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregis-
ter in Deutschland e.V., 2019; Wright et al, 2015). In Abhangigkeit vom Ansprechen auf
die zumeist vorangegangene platinbasierte Chemotherapie unterscheidet man platin-
responsive und platinnonresposive Verldufe. Die Letzteren stellen in der Klinik die
schwierigste Situation dar, da die therapeutischen Optionen stark limitiert sind.

Obwohl die Therapiemdoglichkeiten sich im Bereich des Ovarialkarzinoms erheblich ver-
bessert haben, ist die Behandlung von zum Teil therapielimitierenden unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen, wie Blutbildstérungen, Hepatotoxizitat, Neurotoxizitat, gastroin-

testinale Beschwerden oder Emesis begleitet (Gridelli et al, 2003; van Gijn et al, 1999;
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Creemers et al, 1996). Haufig kommt es im Verlauf der Erkrankung zu Resistenzentwick-
lungen, die die Therapiemdglichkeiten zudem weiter einschranken (Ganapathi und
Ganapathi, 2013).

Heutzutage erfolgt eine Diagnose des Ovarialkarzinoms haufig liber die Transvaginalso-
nographie mit anschlielendem operativen Staging. Die Bestimmung der CA-125
Konzentration im Blutplasma (> 35 U/ml) in Kombination mit anderen Markern wie dem
Humanen Epididymis-Protein HE4 (ROMA Index) dient als zusatzliche Risikobewertung
(Petru et al, 2014b). CA-125 konnte als Marker in der Fritherkennung jedoch noch keine
signifikante Reduktion der Mortalitdt erzielen. Des Weiteren erfolgt eine Stadieneintei-
lung der ovarialen Neoplasien auf Grundlage von klinischen und operativ gewonnenen
Befunden (FIGO, Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique und TNM, Tu-
mor-Nodus-Metastase) (Tab. 1.1). Dabei liegt die Heilungschance bei einem nicht-
metastasierenden Tumor deutlich hoher als bei einem metastasierenden Tumor.

Tab. 1.1: Einteilung des Tumorgrades nach FIGO und TNM
Eine Einteilung nach FIGO beziiglich der Invasivitdt vom Ovarialkarzinom (Javadi et al, 2016).

TNM FIGO/ Charakteristikum 5-Jahres-
Stadium Uberlebensrate
T1 1 (AB,C) Tumorwachstum auf Ovarien oder Tuben begrenzt 92 %
T2 I1(AB,C) Tumorwachstum in einem oder beiden Ovarien oder Tuben
mit Ausbreitung in den Beckenbereich oder primares Peri- 551%
tonealkarzinom
T3 III (A,B,C)  Tumor in einem oder beiden Ovarien oder Tuben und/oder
mit retroperitonealen Lymphknotenmetastasen. Oberflachli-
che Lebermetastasen. Tumor ist auf den Beckenbereich 21,9 %

begrenzt, zeigt jedoch eine maligne, histologische Ausbrei-
tung in den Diinndarm und das Omentum.
M1 I\ Tumorwachstum involviert eine oder beide Ovarien mit Me-

tastasierung in entfernte Organe. Pleurale Effusionen und 5,6 %
Metastasen im Leberparenchym.

Haufig treten Ovarialkarzinome sporadisch auf und nur 28 % sind erblicher (hereditarer)
Natur (Harter et al, 2017). Hierbei liegen Mutationen der DNA-Reparaturgene, wie z. B.
BRCA1 und BRCA2 (breast cancer 1, 2) oder der ,DNA mismatch repair“-Gene MSH2
(mutS homolog 2) und PMS1/2 (postmeiotic segregation increased 1/2) vor (du Bois und
Pfisterer, 2002). Ein weiteres Hauptcharakteristikum fiir Ovarialkarzinome stellt eine
Mutation am Tumorsuppressorgen p53 dar. Neben den epigenetischen Risikofaktoren
und Karzinogenen ist die Reproduktionshistorie (Nulliparitat, Infertilitiat) der Frau ein
besonders starker Pradiktor fiir die Entstehung von Ovarialkarzinom (Cramer et al,

1983). Daraus ableitend stellen erhohte Paritat und Laktation protektive Faktoren dar.
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Zudem soll die regelmafdige Einnahme von Kontrazeptiva praventiv wirken (Collabora-
tive Group on Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2015, 2008; Venn et al, 1999).
Das Ovarialkarzinom ist durch eine starke Heterogenitat auf zelluldrer und molekularer
Ebene gekennzeichnet. Die meisten (90%) aller malignen Ovarialtumore sind epithelial
und nur rund 10 % sind durch Mutationen in Stroma-, oder Keimzellen entstanden. His-
topathologisch konnen die epithelialen Tumore laut WHO weiter als seros, muzinos,
endometrioid, klarzellig und transitionalzellig klassifiziert werden (Petru et al, 2014b).
Pathogenetisch gibt es fiir Karzinome zwei Entstehungspfade (Pathways), einerseits liber
die Zwischenstufe von Borderline-Tumoren (Typ I), andererseits de novo (Typ II), die in
Tab. 1.2 verglichen werden.

Tab. 1.2: Vergleich der Ovarialkarzinome Typ I und Typ II

Unterteilung nach der Entstehungsgeschichte, der Invasivitat und dem genetischen Profil in Typ I und Typ
II Ovarialkarzinome (Lax, 2017).

Histologische Typen

Entstehungsmechanismus
Stadium bei Diagnose (FIGO)
Prognose

Typ-I-Karzinome

Typ-II-Karzinome

,Low grade“ seros
muzinds, seromuzinos
,Low grade“ endometrioid

Adenom > Borderline> Karzinom
Niedrig (meist I)
Glnstig

,High grade” seros
,High grade“ endometrioid

De-novo-Genese
Hoch (meist III)
Schlecht

KRAS-, BRAF-, PTEN- und
PIK3CA-Mutationen, Mikrosatel-
liteninstabilitat

Molekulare Alterationen p53-Mutationen haufig

1.3 Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist weltweit der bei Frauen am haufigsten auftretende bdsartige
Tumor (Bray et al, 2018). In Deutschland wird bei 70.000 Patientinnen pro Jahr ein
Mammakarzinom neu diagnostiziert. Laut statistischem Bundesamt erkranken 12 % aller
Frauen im Laufe ihres Lebens daran. Trotz steigender Haufigkeit ist die Mortalititsrate
(23,0 %) bei Mammakarzinomen durch Fortschritte in der Fritherkennung und der The-
rapieentwicklung relativ konstant (Robert Koch-Institut und Statistischen Bundesamt,
2005). Risikofaktoren fiir Mammakarzinome kénnen erblicher oder erworbener Natur
sein. Bei Mutationen in den BRCA 1 und 2 oder im p53-Gen liegt ein erblicher Brustkrebs
vor. Weibliche Koérperzellen, auch Tumorzellen, tragen weibliche Sexualhormonrezepto-
ren (Ostrogene und Gestagene). So kann das Tumorwachstum auch hormonabhingig
beeinflusst werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020a; Petru et al, 2014a).

Wird mittels Mammographie oder Ultraschall ein Tumor entdeckt, folgt eine histologische

Untersuchung zur Klarung der Dignitit. Es wird zwischen invasive Karzinom ohne
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speziellen Typ (ehemals invasiv duktales Karzinom, 70-80 %) und dem invasiven Karzinom
mit speziellem Typ (z.B. invasiv-lobuldre Karzinom, invasiv tubuldren, muzinosen,
medulldren, papillaren Tumortypen), sowie der nicht-invasiven Prakanzerose des invasi-
ven Mammakarzinoms (duktales Carcinoma in situ, lobuldres Carcinoma in situ)
unterschieden (Petru et al, 2014a). Diese Tumortypen werden anhand von Tubulusbil-
dung, Kernpolymorphie und Mitoserate wiederum in drei Differenzierungsgrade
eingeteilt (G1-G3). Aufderdem sind die Tumorgrofde, Anzahl der befallenen Lymphknoten
und Fernmetastasierung pTNM Status, Alter, Hormonrezeptorstatus, Her2-Status oder

Proliferationsindex Ki-67 prognostische Faktoren.

1.4 Allgemeine Therapiemdoglichkeiten

Eine Therapie ist immer abhangig von der Art und dem Fortschritt des Tumors. Die mo-
mentanen Behandlungsmoglichkeiten solider Tumore umfassen die operative
Entfernung, Bestrahlung und Chemotherapie. Fiir bestimmte Mammakarzinome ist auch
eine endokrine Therapie induziert.

Dabei wird in kurative (Heilung bzw. Lebensverldangerung) und palliative (Verbesserung
der Lebensqualitat) Therapie untergliedert (Mutschler et al,, 2020). Das Therapiekonzept
eines fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms basiert auf einer First-Line Chemotherapie in
Kombination mit der zuvor durchgefiihrten operativen Tumorregression (Petru et al,
2014b). Diese ist individuell auf jede Patientin abgestimmt und sowohl abhingig von den
Tumoreigenschaften als auch von der Wirksamkeit und Vertraglichkeit des Zytostati-
kums. Im Folgenden wird ndher die medikamentése Therapie mit Zytostatika
beschrieben.

Die First-Line-Therapie der meisten soliden Tumore basiert im gréfdten Teil noch auf klas-
sischen Chemotherapeutika. Dabei werden meist mehrere Substanzen verschiedener
Wirkmechanismen kombiniert, um eine effektivere Therapie und eine geringere Toxizitat
zu gewahrleisten und zusatzlich das Risiko einer Resistenzentwicklung zu minimieren.
Klassische Antineoplastika haben haufig den Nachteil einer engen therapeutischen Breite
und eines schlechten Nebenwirkungsprofils, wie auftretende Blutbildstérungen, Hepato-
toxizitat, Neurotoxizitdt, gastrointestinale Beschwerden, Haarausfall oder Emesis
(Gridelli et al, 2003; van Gijn et al,, 1999; Creemers et al, 1996). Die Strukturen greifen
dabei in iiberlebenswichtige Prozesse der Zelle wahrend der Zellteilung ein und beein-
trachtigen somit auch gesunde Zellen mit hoher Proliferationsrate. Im Gegensatz dazu

steht die zielgerichtete Therapie (targeted therapy), die nur ausgewahlte Angriffspunkte
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der Krebszelle angreifen soll, um das Normalgewebe moglichst zu schonen. Molekulare
Kenntnisse liber die spezifischen Eigenschaften der Karzinogenese werden derzeit inten-
siv erforscht, um Signaliibertragungskaskaden zu beeintrachtigen und das Wachstum des

Tumors zu stoppen oder die Apoptose einzuleiten (Abb. 1.2).
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Signalweg ‘Signalweg
7Y Ligand
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Abb. 1.2: Signalwege der Apoptose

Bindet ein Ligand an den Todesrezeptor an, so wird iiber Adaptormolekiile die Procaspase 8 und 10 gebun-
den und zur Caspase gespalten. Diese aktiviert die Caspase 3,6 und 7, welche wichtigste Proteine und
Nukleinsduren in der Zelle zerstoren. Ein weiterer Weg fiihrt durch Zellstress zur Freisetzung von Cy-
tochrom C aus den Mitochondrien. Dieses verbindet sich mit APAF-1 zur Caspase 9, die dann ebenfalls die
Caspase 3,6 und 7 aktiviert (modifiziert nach Fahlke, 2015).

Der aktive Zelltod (Apoptose) spielt eine zentrale Rolle fiir die Regulation der Gewebsho-
moostase. Im extrinsischen und intrinsischen Signalweg dienen die Caspasen (Proteasen)
als Haupteffektoren. Die Aktivierung des extrinsischen Weges wird durch Bindung eines
Liganden an den Todesrezeptor eingeleitet, indem durch das Adaptorprotein FADD die
Caspase 8 aktiviert wird, welche wiederrum die Effektorcaspasen 3,6 und 7 aktiviert.
Diese fiihren zur Zerstorung wichtigster Proteine und Nukleinsdauren in der Zelle. Der
intrinsische Weg hingegen wird tiber DNA-Schaden aktiviert, wobei die Mitochondrien
involviert sind. Nach Abgabe von Cytochrom C aus dem Mitochondrium in das Plasma
bindet dieses an den APAF-1 und an die Procaspase 9 und formt so den Apoptosom-Kom-
plex. In diesem Komplex wird nun die Caspase 9 aktiviert und kann so die Caspase 3, 6, 7
aktivieren, die wiederum zur Apoptose fiihren (Derakhshan et al, 2017).

In der Tab. 1.3 sind die unterschiedlichen Substanzklassen der Zytostatika mit ihren

Wirkmechanismen aufgefiihrt.



Tab. 1.3: Allgemein zytotoxisch wirksame Chemotherapeutika-Klassen
Arzneistoffklassen der Zytostatika (Mutschler et al, 2020).
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Substanzgruppe

Wirkmechanismus

Beispiele

Klassische Chemotherapeutika (Zytostatika)

Antimetabolite

Alkylanzien

Interkalatoren

Topoisomerase-Inhibitoren

Mitosehemmstoff

Hemmung der Nucleotid- und DNA-
Synthese

Alkylierung nukleophiler Zentren biologi-
scher Systeme wie DNA, RNA und Proteine

Interkalation in die DNA, Produktion von
Superoxid-Radikalanionen, Alkylanzien

Hemmung der DNA-Replikation, Tran-
skription

Hemmung der Mikrotubuli Funktion (Zell-
teilung)

6-Mercaptopurin, Metho-
trexat, 5-Fluorouracil, Cytara-
bin, Gemcitabin

Cyclophosphamid, Cisplatin,
Carboplatin

Doxorubicin, Daunorubicin,
Bleomycin

Topotecan, Etoposid, Irino-
tecan, P8-D6

Vincristin, Vinblastin, Pacli-
taxel, Docetaxel

Gezielte Therapie

Antikorper

Zielgerichtet gegen Wachstumsfaktoren,
Wachstumsrezeptoren oder Proteine

Trastuzumab,Cetuximab, Beva-
cizumab

Tyrosinkinase-Inhibitor Hemmung der Signalweiterleitung Imatinib, Axitinib, Sunitinib

Durch die Entwicklung neuer zielgerichtete Therapieoptionen wirkt die Behandlung mit
klassischen zytotoxischen Substanzen als entbehrlich. Tatsachlich sind Zytostatika ,nach
wie vor Sdule und Goldstandard der Therapie der meisten Tumorarten“ (Freissmuth et al,
2016). Durch den Einsatz von monoklonalen Antikérpern und Antikérper-Drug-Konjuga-
ten gewannen auch neue Erkenntnisse der Krebsimmuntherapie immer mehr an
Bedeutung. Beispiel hierfiir ist die Her2-Uberexpression bei bestimmten Mammakarzino-
marten, in der eine Antikérper-Therapie indiziert ist.

In der Therapie vom malignen Ovarialkarzinom sind Carboplatin oder Paclitaxel wert-
volle Substanzen. Die bisherige First-Line-Therapie fiir das fortgeschrittene
Ovarialkarzinom, bestehend aus der zytoreduktiven Chirurgie und einer systemischen,
platinbasierten Kombinationschemotherapie mit einem Taxan und/oder stadienabhan-
gig in Kombination mit dem anti-VEGF Antikérper Bevacizumab (Abb. 1.3) (Colombo et
al, 2003; Oza et al, 2015). Der verbliebende Tumorrest nach zytoreduktiver Operation
und das Auftreten von Aszites sind dabei wichtige Prognosefaktoren. Haufig treten jedoch
innerhalb von 18 Monaten Rezidive auf, die in platinresponsive (Progression nach platin-
haltigem Therapieregime nach mehr als sechs Monaten) und platinnonresponsive
(Progression nach platinhaltigem Therapieregime nach weniger als sechs Monaten) Ver-
laufe eingeteilt werden. Die S3-Leitlinie empfiehlt derzeit zur Therapie des rezidivierten,

platinsensiblen Ovarialkarzinoms eine Kombination aus Carboplatin mit Gemcitabin,
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pegyliertes liposomales Doxorubicin (PLD) oder Paclitaxel. Auch steht die Kombination
mit Bevacizumab zur Verfiigung, sofern die Patientinnen diesen Antikdrper nicht bereits
in der First-Line-Therapie bekommen haben (Aghajanian et al, 2015). Seit Juni 2019 sind
ebenso die PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase)-Inhibitoren nach Ansprechen auf die
Platinreinduktion, unabhangig vom BRCA-Mutationsstatus, zugelassen. Diese konnen das
progressionsfreie Intervall zum Teil erheblich verldngern und dienen als Erhaltungsthe-

rapie (Pujade-Lauraine et al, 2014; Ledermann et al, 2012; Mirza et al, 2016; Moore et

al, 2018).
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Abb. 1.3: Therapiealgorithmus beim priméiren fortgeschrittenen OC und beim OC-Rezidiv
Dargestellt ist das momentane Therapieschema fiir das fortgeschrittene und rezidivierte Ovarialkarzinom
nach S3-Leitlinie des Leitlinienprogramms Onkologie (2020b). Dabei wird die bedeutende Rolle von Cispla-
tin und Paclitaxel in der Therapie des fortgeschrittenen OC deutlich. Tritt ein platinresistentes Rezidiv auf,
so ist die PLD, Gemcitabin oder Topotecan, ein Topoisomerase I-Inhibitor das Mittel der ersten Wahl (mo-
difiziert nach Mahner et al, 2013; Leitlinienprogramm Onkologie, 2020b).

Im Falle eines platinresistenten Rezidives ist eine Monochemotherapie indiziert. Hierfiir
stehen Gemcitabin oder PLD zur Verfligung (Abb. 1.3). Zudem wurde Ende 1996 der To-
poisomerase [-Hemmstoff Topotecan zur Behandlung des fortgeschrittenen
platinresistenten Ovarialkarzinoms zugelassen und wird in der Klinik routinemaf3ig ein-

gesetzt (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020b).
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1.4.1 Platinkomplexverbindungen

In den 1960er Jahren wurde zufillig die zytostatische Wirkung von Platinverbindungen
durch Rosenberg et al, entdeckt, als sie die Wirkung des Wechselstroms auf das Wachs-
tum von Escherichia coli untersuchten. Derzeit werden hauptsachlich Cisplatin,
Carboplatin und Oxaliplatin in der Onkologie verwendet, welche durch Bildung von Aquo-

und Hydroxy-Platinkomplexen DNA-Strange vernetzen konnen (Abb. 1.4).

Cl
NH, HN_ NH, HN_ NH
Pt Pt /Pt\
a”  nw, 0" o 0 0
N —
0 0 0// %0
Cisplatin Carboplatin Oxaliplatin

Abb. 1.4: Strukturformeln von Platinkomplexverbindungen

Entscheidend fiir die Wirkung ist die Entstehung der hochreaktiven Aquo- und Hydroxy-Platinkomplexe in
der Zelle, welches die DNA-Strange miteinander vernetzen. Bei Carboplatin und Oxaliplatin geschieht dieser
Prozess durch die hydrolytische Abspaltung bidentaten Liganden. So kann die DNA nicht mehr oder nur
noch falsch abgelesen werden (Herdegen et al, 2020; Eckstein, 2011).

Carboplatin besitzt im Vergleich zu Cisplatin eine langsamere Umwandlung in die aktive
Form, sodass die Wirkung langsamer einsetzt. Dieses fiihrt zu weniger staken Nebenwir-
kungen wie Nephrotoxizitit, weshalb Carboplatin beim Ovarialkarzinom deutlich
haufiger Anwendung findet (Ovar-3 Studie du Bois et al, 2000). Carboplatin wird mit
Paclitaxel kombiniert, wobei Carboplatin in einer Dosis von AUC 5 tiber 3 h i.v. fiir 6 Zyk-

len alle 3 Wochen verabreicht wird.

1.4.2 Mitosehemmstoff
Mitosehemmstoffe verhindern den Aufbau der Mitosespindel und die Separation der
Chromosome in der Mitose, sodass die Zellen in der Metaphase arretieren. Mikrotubuli
sind fir den Aufbau des Zytoskeletts sowie fiir die Teilung der Zelle durch die Bildung der
mitotischen Spindel von Bedeutung. Stéren die pflanzlichen Alkaloide diese Prozesse, so
wird in der Zelle die Apoptose eingeleitet (Herdegen et al,, 2020). Die Mitosehemmstoffe
werden in zwei Klassen aufgeteilt (Abb. 1.5):

¢ Vinca-Alkaloide (Vincristin, Vinblastin): hemmen den Aufbau des Spindelapparats

e Taxane (Paclitaxel, Docetaxel): hemmen den Abbau des Spindelapparats


https://viamedici.thieme.de/lernmodule/pharmakologie/mitosehemmstoffe#_A99C0A73_97B4_4A56_8AB2_C0714BCD25A1
https://viamedici.thieme.de/lernmodule/pharmakologie/mitosehemmstoffe#_AF646AB2_3052_4DCE_9EEB_033C975B2AAD
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Paclitaxel wurde in den 1960er Jahren als Wirkstoff der Pazifischen Eibe (Taxus brevifo-
lia) entdeckt, doch erst spat erlangte Paclitaxel durch Aufklarung des Wirkmechanismus
an Bedeutung in der Behandlung von Mamma- und Ovarialkarzinomen (Wani et al, 1971;
Leitlinienprogramm Onkologie, 2020b, 2017). Dabei fordert Paclitaxel die Aggregation
von Mikrotubuli aus a/fB-Dimeren des Tubulins und stabilisiert die Mikrotubuli durch
Hemmung der Depolymerisation, sodass das dynamische Gleichgewicht aus der Balance
gerat. Zudem induziert Paclitaxel eine ungewohnliche Anordnung der Mikrotubulibiindel
wahrend des gesamten Zellzyklus. Somit ist die dynamische Reorganisation des mikrotu-
buldren Netzwerkes und dadurch sind die vitalen Zellfunktionen gestort (Mutschler et al,
2020). Wie im Abschnitt 1.4.4 beschrieben ist Paclitaxel durch sein breites zytostatisches
Wirkungsspektrum wichtiger Teil der First-Line-Therapie des Ovarialkarzinoms und zu-
satzlich zugelassen fiir das Mammakarzinom und das fortgeschrittene nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom (NSCLC) (Hospira Deutschland GmbH, 2011). Trotz der grof3en Be-
deutung der Mitosehemmstoffe fiir die verschiedenen Bereiche der Krebstherapie
limitieren starke Nebenwirkungen, wie die dosislimitierende Neurotoxizitdten, die The-

rapie (Dominguez-Brauer et al, 2015)
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Abb. 1.5: Strukturen von etablierten Mitosehemmstoffen

Vincristin und Vinblastin hemmen die Tubulin-Polymerisation, indem sie an der Vinca-Stelle der f-Un-
tereinheit des Tubulins binden. Paclitaxel ist ein in der Krebstherapie sehr etablierter Wirkstoff, der durch
Bindung an die Taxol-Bindestelle seine Wirkung entfaltet. T-DM1 ist ein Antikérper-Wirkstoff-Konjugat,
welches auf einem neuen Wirkprinzip basiert. Hierbei binden die spezifischen Antikérper an die Her2-Re-
zeptoren des Mammakarzinoms und internalisieren den Wirkstoff Emtansin, welcher dann gezielt in der
Tumorzelle wirken kann (LoRusso et al,, 2011; Avendano und Menendez, 2015; Mutschler et al, 2020).
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In den letzten Jahren hat ein neues Therapieprinzip, das Antikérper-Wirkstoff-Konjugat
(ADC, engl. antibody-drug-conjugate), an Bedeutung gewonnen. ADC sind zytotoxische
Wirkstoffe, die tiber einen chemischen Linker an einen Antikoérper gebunden sind (Beck
et al, 2010). Der Antikorper dient dabei als gezielter Transporter von diesen hochwirk-
samen Zytostatika, indem er an das spezifische Zielantigen einer Tumorzelle bindet und
einen endozytotischen Internalisierungsprozess auslost. Das ADC gelangt so in die Zelle
und wird durch endolysosomale Degradation in Wirkstoff und Antikérper gespalten, be-
vor es aus dem Lysosom entlassen wird (Ritchie et al,, 2013). So kann der Wirkstoff gezielt
am gewunschten Target in der Tumorzelle wirken und den Zelltod einleiten. Vorteil die-
ses Prinzips ist das geringere Nebenwirkungspotential. Ein optimaler Therapieerfolg
wird nur erzielt, wenn es sich um ein plasmastabiles Konjugat handelt und der Wirkstoff
nicht vor dem Andocken an das Zielantigen, sondern erst unmittelbar nach Internalisie-
rung freigesetzt wird. Flir diese Stabilitdt sind die Linker entscheidend. Sie werden in zwei
Kategorien eingeteilt: spaltbare Linker und nichtspaltbare Linker. Bei den ADCs mit nicht-
spaltbaren Linkern, wie dem T-DM1, wird der Antikérper nach der Internalisierung
abgebaut, sodass das Konjugat aus Linker und Wirkstoff wirkt. T-DM1 (Trastuzumab-
Emtansin, Kadcyla) wurde von der Firma Roche entwickelt (Abb. 1.5). T-DM1 ist ein ADC
aus dem anti-Her2-Antikorper Trastuzumab und dem hochpotenten Mitosehemmstoff
DM1 (Maytansinderivat), die iiber einen Thioether - Linker (4 - [N - Maleimido-me-
thyl]cyclohexan - 1 - carboxylat, MCC) kovalent verbunden sind. Der monoklonale
Antikorper Trastuzumab bewirkt dabei eine hohere Selektivitat auf Her2-exprimierende
Zellen. Zudem entfaltet es selbst auch eine antitumorale Wirkung, indem es eine Antikor-
per-abhdngige zellvermittelte Zytotoxizitit (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity, ADCC) induziert und eine intrazelluldre Signaliibertragungskaskade inhibiert.
Das erst am Zielort freigesetzte Lysin-gebundene Emtansin hemmt die Tubulin-Polymeri-
sation, wodurch der Aufbau der Mitosespindel und die Zellteilung gestort werden (Barok
et al, 2014). Es wurde 2013 fiir die Behandlung des fortgeschrittenen Her2-positiven
Mammakarzinoms zugelassen (Jelovac und Emens, 2013). Mit Trastuzumab Deruxtecan
steht ein weiteres ADC fiir das nicht resezierbare oder metastasierte Her2-positive
Mammakarzinom kurz vor der Zulassung, nachdem die Studie DESTINY-Breast01 den
Nutzen eindrucksvoll belegte (Modi et al, 2020). Auch das gegen den tripple negativen
Brustkrebs getestete ADC Sacituzumab-Govitecan zeigte in klinischen Studien eine deut-

liche Wirkung und wurde bereits von der FDA im April 2020 zugelassen (Bardia et al,
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2020). Damit stehen zeitnah zwei ADC, welche mit einem Topo I Inhibitor beladen sind,
fir die Therapie des Mammakarzinoms bereit. Allgemein stellt dieses Wirkprinzip eine

wichtige Strategie der gegenwartigen Forschung neuer Arzneistoffe dar.

1.4.3 Hemmstoffe der humanen Topoisomerase I und II

Topoisomerasen sind primdre Targets einer Vielzahl von klinisch interessanten Krebs-
therapeutika. Dabei werden die Topoisomerasen inhibiert und bewirken so einen
antibakteriell und antitumoral einzigartigen Effekt (Osheroff, 1998).

In der vorliegenden Arbeit spielen die humanen Topoisomerasen I und II (Topo I/II) und
die Inhibition dieser Enzyme eine iibergeordnete Rolle, weshalb diese Wirkstoffklasse im
Folgenden im Detail betrachtet wird.

Humane Zellen besitzen ein komplexes Ordnungssystem, welches die genetische Infor-
mation in eine kompakte Form komprimiert (Pommier, 2013). Fiir DNA-Prozesse der
Zelle, wie Replikation, Transkription und Reparatur muss ein DNA-Doppelstrang entwun-
den und anschliefend wieder verdrillt werden. Topoisomerasen sind essenzielle Enzyme,
die die Topologie der DNA durch Einfiigen von Strangbriichen, Hindurchfiihren von ande-
ren Strangen und Religation der Briiche, regulieren (Champoux, 2001). Diese
Enzymklasse wird aufgrund ihrer Struktur, Aktivitdt und ihres Vorkommens in Topo |,
[la/113 und III (Boege, 1996; Osheroff, 1986) unterteilt. Die Topo I fiihrt Einzelstrangbrt-
che durch und ermdglicht eine kontrollierte Rotation der DNA-Strange. Die Topo Il ist in
der Zelle fiir den Doppelstrangbruch zustdandig, um das Durchfiihren eines weiteren Dop-
pelstrangs durch die Bruchstelle zu ermoglichen und so positive und negative
Uberspiralisierungen aufzuheben und Knotenbildung aufzulésen. Wihrend Topo I als
Monomer den Einzelstrangbruch induziert, bildet Topo Il Homodimere aus und benétigt
ATP divalente Metallionen (Mg?*) als Cofaktoren, damit beide DNA-Strange der Doppel-
helix am 5'-Ende geschnitten werden konnen (Pommier et al, 2010). Dabei greifen die
Enzyme mit dem Tyrosinrest (Topo I: Tyr723; Topo Ila: Tyr893; Topo I1B: Tyr821) des akti-
ven Zentrums nukleophil am DNA-Rickgrat an (Abb. 1.6). Es entsteht durch Umesterung
ein kovalentes Enzym-DNA-Intermediat (cleavable complex) (Champoux, 2001; Berger et
al, 1996). Wahrend dieses transienten Strangbruchs ist der Komplex sensitiv fiir kleine
Molekiile, welche sich in die Liicken einlagern und diesen Komplex stabilisieren konnen.
Die Topo Il besitzt eine a- und eine B-Isoform, welche eine hohe Sequenz- und Funktions-
homologie aufweisen (Deweese und Osheroff, 2009). Es wird angenommen, dass die

TopoIllam im Menschen hauptsiachlich fiir die DNA-Replikation und die
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Chromosomensegregation verantwortlich ist, wahrend die Topo IIf mit der Transkripti-
onsregulation in Verbindung gebracht wird. Zudem trigt die Topo Il zur korrekten
Faltung und Trennung der Chromosomen bei. Aufgrund der unterschiedlichen Wirkziele
lasst sich vermuten, dass die Topo Ila zellzyklusabhangig ist, wahrend die Topo IIf3 kon-
tinuierlich wahrend des Zellzyklus exprimiert wird (Deweese und Osheroff, 2009; Ju et al,

2006).
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Abb. 1.6: Entstehung des Strangbruchs und Bildung des kovalentes Enzym-DNA-Komplexes

Der nukleophile Angriff des Tyrosins im Aktiven Zentrums der Topo [ an das Phosphat des DNA-Riickgrats
bewirkt eine Umesterung. Am 5‘-Ende entsteht eine freie Hydroxylgruppe und am 3‘-Ende wird das Tyrosin
kovalent gebunden (modifiziert nach Pommier, 1998).

Base

Aufgrund ihrer relevanten Funktion in Proliferationsprozessen stellt diese Enzymklasse
ein wichtiges Target in der Krebstherapie dar. Topo-Inhibitoren hemmen Topo I und /
oder II. Dabei wird zwischen zwei verschiedenen Wirkmechanismen unterschieden:
Topo-Giftung und katalytische Inhibition (Froelich-Ammon und Osheroff, 1995; Pommier,
1998; Boege, 1996). Katalytische Topo-Inhibitoren interagieren mit dem Zielenzym, in-
dem sie die Bindung zwischen DNA und Topoisomerase behindern, die ATP-Bindung bei
der Topo Il blockieren oder nicht-kovalent den DNA-Enzym-Komplex stabilisieren. Dabei
finden diese Inhibitoren nicht nur Einsatz als Zytostatikum, sondern wirken auch kardi-
oprotektiv, wirkverstarkend oder werden zur Pravention von Resistenzen mit Topo-
Giften kombiniert (Larsen et al, 2003). Demgegeniiber sind Topo-Gifte in der Lage das
kovalente Enzym-DNA-Intermediat wahrend des DNA-Strangbruchs zu stabilisieren und
fiihren so zu Storungen in Replikations- und Transkriptionsvorgiangen (Abb. 1.7). Durch
Topo-Gifte kommt es zum erhéhten Auftreten von ,cleavable complex®, die wiederum zu
Kollisionen mit Replikations- und Transkriptionsenzymen in kontinuierlich teilenden Zel-
len fiihren. Dies verursachen fatale DNA-Schaden, welche nicht repariert werden konnen.
Die Topo-Gifte wandeln somit Topoisomerasen in physiologische Toxine um, sodass spe-
zifische Zelltodsignalwege aktiviert werden, welche letztlich zur Apoptose oder Nekrose

fiihren (Froelich-Ammon und Osheroff, 1995; Vos et al, 2011).
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Die Topo-Gifte konnen dabei mit der DNA-Spaltstelle interkalieren und so die Religation
physikalisch blockieren. Alternativ kénnen durch sterische Verlagerung des DNA-
Riickgrats oder durch nicht kovalente Wechselwirkungen die Prozesse gestort werden.
Die Wirkstarke der Topo-Gifte ist dabei von der Bindungsstarke und -kinetik abhangig
(Wilstermann und Osheroff, 2003).

DNA

stabilisierter DNA- DNA-
Einzelstrangbruch Einzelstrangbruch

DNA- stabilisierter DNA-
Doppelstrangbruch Doppelstrangbruch

0: Topoisomerase Typ 1
i) : Topoisomerase Typ 2 o/

Abb. 1.7: Mechanismus zur Stabilisierung des spaltbaren DNA-Topo-Intermediats

Schematische Darstellung der Stabilisierung spaltbarer DNA/Topo-Komplexe durch Topo-Gifte. Topo I ist
ein Monomer, welches Einzelstrangbriiche induziert, wahrend Topo II als Homodimer Doppelstrangbriiche
bewirkt. Durch Einlagerung kleiner Molekiile in die Enzym-DNA-Intermedidre kdnnen diese stabilisiert
werden (modifiziert nach Pommier et al, 2010; Meier, 2014).

Aufgrund der oben beschriebenen proliferationshemmenden Eigenschaften von Topoiso-
merase-Inhibitoren vor allem in Tumorzellen ist diese Arzneistoffklasse in der
Krebstherapie gut etabliert. Das aus Camptotheca acuminata isolierte Pflanzenalkaloid
Camptothecin interagiert mit Topo I und diente als strukturelle Leitstruktur flir weitere
Topo I-Inhibitoren wie Topotecan und Irinotecan. Die Strukturen dieser Topo I-Inhibito-
ren sind in Abb. 1.8 zu finden. Wegen der schlechten Wasserloslichkeit und starken
Nebenwirkungen besitzt Camptothecin jedoch keine hohe klinische Relevanz. Topotecan
und Irinotecan sind beide fest in der Krebstherapie verankert (Wall und Wani, 1995; Hsi-
ang et al, 1985; Pommier, 2006). Topotecan ist oral und iv. als Monotherapie beim
metastasierten Ovarial- und dem kleinzelligen Bronchialkarzinom (small cell lung cancer,
SCLC) sowie in Kombination mit Cisplatin bei dem rezidivierten Karzinom der Cervix
uteri zugelassen. Die Dosierung laut Fachinformation liegt i.v. fiir 5 Tage bei 1,5 mg/m2/d
(oral 2,3 mg/m?2/d); mit einer Wiederholung nach 3 Wochen (Hexal AG, 2018). Irinotecan
ist ein wasserlosliches Prodrug, welches erst durch Stoffwechselvorginge im Korper in

die aktive Form tiberfiihrt wird. Irinotecan besitzt eine Zulassung fiir die Therapie des
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fortgeschrittenen, metastasierenden kolorektalen Karzinoms in Kombination mit 5-Flu-
orouracil und Leucovorin oder Cetuximab. Die typische Dosis liegt hier bei 180 mg/m?
alle 2 Wochen bzw. 350 mg/m? alle 3 Wochen (Freissmuth et al, 2016). Ein Vorteil dieser
Substanzen ist ihre hohe Selektivitat, jedoch ist die Therapie mit Camptothecin-Derivaten
von schweren Nebenwirkungen, wie Neutropenien, Anamien und Thrombozytopenien
begleitet. Vertreter der Gruppe der Indenoisoquinoline und der Benzo[c]phenanthridinen
befinden sich in der praklinischen und klinischen Entwicklung (Beck et al, 2016; Roy et
al, 2015; Pommier et al, 2010; Meier et al, 2017). Die fiir diese Arbeit wichtigen Benzo[c]-
phenanthridine werden in Abschnitt 1.5 ndaher beschrieben.

Fiir die Topo II-Inhibitoren sind Etoposid, Doxorubicin und m-Amsacrin bekannte Vertre-
ter (Abb. 1.8). Etoposid ist ein iv. und oral verfligbarer Arzneistoff, der nur die Topo II
hemmt, ohne Effekt auf Tubulin auszutiben. Laut European Medicines Agency (EMA) ist
es fir die Therapie des Hodenkarzinoms, des kleinzelligen Lungenkarzinoms, des Lym-
phomens (Hodgkin-/Non-Hodgkin), der akuten myeloischen Leukdmie, des nicht-
epithelialen Ovarialkarzinoms und des platinresistenten/-refraktaren epithelialen Ovari-
alkarzinoms zugelassen (EMA, 2017). Die Dosierung liegt hier fiir 5 Tage bei 50-
100 mg/m2/d; mit einer Wiederholung nach 3-4 Wochen. Doxorubicin ist ein Anthrazyk-
lin, welches die DNA- und RNA-Synthese hemmt, wobei das Ringsystem mit den Basen
interkaliert, wahrend der Aminozucker mit den Phosphatresten interagiert. Ein weiterer
entscheidender Wirkmechanismus von Doxorubicin ist die Hemmung der Topo II a/f.
Doxorubicin wird grofdtenteils als liposomale Formulierungen, die dann eine langere
Halbwertszeit von 55 h bis 75 h besitzen, appliziert. Schwere Nebenwirkungen wie Kno-
chenmarkschadigungen, Schleimhautentziindungen, Gefafdschadigung und
Leberfunktionsstorungen treten bei der Therapie mit Doxorubicin haufig auf (Mutschler
etal, 2020; Freissmuth et al, 2016). m-Amsacrin ist ein Acridin-Derivat, welches Anwen-
dung in der Induktions- und Erhaltungstherapie der akuten myeloischen Leukdmie und
der akuten lymphatischen Leukdmie nach Versagen konventioneller Therapie findet (Nel-

son et al,, 1984; Schneider und Richling, 2017).
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Abb. 1.8: Strukturen von Topo I-, Topo II- und duale Topo-Inhibitoren
(Pommier, 2006; Mutschler et al, 2020; Nelson et al, 1984; Adjei et al, 1998; Meier et al, 2017; Newman et
al, 1999; Rao et al, 2007)

Wahrend die Mehrzahl an Topo-Inhibitoren eine Selektivitiat entweder gegentiber Topo |
oder Topo II aufweist, kann eine kleine Gruppe von Substanzen beide Enzyme hemmen.
Als Beispiel stabilisieren das Benzopyridoindol , Intoplicin® das Indenochinolinon , TAS-
103“, das Pyrazoloacridin ,NSC 366140“ das Batracylin ,NSC320846“ und das
Benzo[c]phenanthridin ,P8-D6“ (Abb. 1.8) den DNA-Enzym-Komplex beider Enzyme
(Agarwal et al,, 2006; Newman et al, 1999; Adjei et al, 1998; Meier et al, 2017). Andere
Verbindungen erkennen Strukturmotive, die in beiden Enzymen vorhanden sind und in-
duzieren Einzel- und Doppelstrangbriiche ohne Bildung eines spaltbaren Komplexes.
Hierfir ist das Benzoisochinolin NK 109 ein Beispiel (Koh et al,, 2005). Trotz des Wissens
tiber den Wirkmechanismus sind die Grundlagen fiir die hohe Antitumoraktivitit einiger
Topo-Inhibitoren noch nicht eindeutig verstanden. Vermutungen beschreiben, dass es
vom komplexen Aktivititsmuster abhangig ist, welches sowohl die Inhibierung als auch

die Vergiftung der beiden Enzyme einschliefd3t (Denny und Baguley, 2003). Ein
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wesentlicher Vorteil eines dualen Topo-Inhibitors liegt in der geringeren Resistenzent-
wicklung. Die Hemmung nur eines der beiden Enzyme bewirkt die kompensatorische
Hochregulierung des jeweils anderen Enzyms (Aronson, 2004; van Gijn et al, 1999; van
Gijn et al, 2000; Lefevre et al, 1991) und somit die Resistenz. Die Wirksamkeit dualer
Topo-Inhibitoren auf solide Tumore wurde bereits in mehreren klinischen Phase 1/2-
Studien an einigen Substanzen (z.B. Intoplicin) gezeigt, jedoch traten bei diesen starke
unerwiinschte Nebenwirkungen wie Hepatotoxizitdt, Neutro- und Thrombozytopenie auf,
weshalb sie die Zulassung nicht erreichten (Aichinger et al, 2020; van Gijn et al, 1999;

Ewesuedo et al, 2001; Abigerges et al, 1996).

1.4.4 Gegenwirtige Arzneimittelforschung auf dem Gebiet des Ovarial-
karzinoms

Aufgrund der oben beschriebenen schlechten Prognose nach Erkrankung am Ovarialkar-
zinom, ist die Forschung an neuen Arzneistoffen fiir die Therapie dieser Erkrankung
essenziell. Neue Chemotherapeutika konnen eventuell bei resistenten Tumoren einge-
setzt werden oder besitzen weniger Nebenwirkungen als die momentanen Standards und
verbessern somit die Therapieoptionen. Aus diesem Grund befinden sich momentan ei-
nige neuentwickelte Substanzen, wie NUC-1031, Prexasertib oder Chiauranib in
klinischen Studien zur Behandlung des Ovarialkarzinoms (Abb. 1.9).

NUC-1031 ist ein Nukleosid-Analogon, welches dhnlich wie Gemcitabin die DNA-Synthese
hemmt. Das Einfiigen eines Phosphoramids im Vergleich zu Gemcitabin schiitzt vor eini-
gen Resistenzentwicklungen (Slusarczyk et al, 2014). Die klinische Phase Il Studie zur
Behandlung mit NUC-1031 rekrutierte 51 Patientinnen mit platinresistentem Ovarialkar-
zinom, die entweder mit 500 mg/m? oder 750 mg/m? behandelt wurden. Die Studie
wurde im Januar 2020 aufgrund einer verringerten Dosisintensitat abgebrochen (NuCana

plc, 2017; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03146663).
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Abb. 1.9: Strukturen von neuen Verbindungen, die sich in klinischen Ovarialkarzinom-Studien be-
finden

NUC-1031 ist ein Nukleosid-Analogon, welches die DNA-Synthese hemmt, jedoch nicht Gemcitabin Resis-
tenzen zeigt (Slusarczyk et al, 2014).Es befand sich bis Ende 2019 in einer Phase II Studie zur Behandlung
des platinresistenten Ovarialkarzinoms, die Studie wurde jedoch vorzeitig abgebrochen. Prexasertib ist ein
Checkpoint-Kinase 1 Inhibitor und Anlotinib ein Trosinkinase Inhibitor, welche sich in klinische Phase II
Studien befinden (Gao et al, 2020; King et al, 2015). Chiauranib ist ein Multi-Kinase-Inhibitor, bei welchem
2020 die klinische Phase 11 Studie abgeschlossen wurde (Zhou et al, 2017).

Eine weitere klinische Phase II Studie zur Behandlung des platinresistenten Ovarialkarzi-
noms wurde mit Prexasertib, einem Checkpoint-Kinase 1 Inhibitor, geplant, in der die
Rekrutierung momentan abgeschlossen ist (Eli Lilly and Company, 2018; ClinicalTri-
als.gov Identifier: NCT03414047). Chiauranib ist ein neuartiger oral wirksamer Multi-
Target-Inhibitor, der gleichzeitig die Angiogenese-verwandten Kinasen (VEGFR2,
VEGFR1, VEGFR3, PDGFRa und c-Kit), die Mitose-verwandte Kinase Aurora B und die
chronisch entziindungsverwandte Kinase CSF-1R hemmt. Fiir diese Substanz wurde 2020
die Kklinische PhaseIl Studie zur Therapie des Ovarialkarzinoms abgeschlossen
(Chipscreen Biosciences, 2017; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03166891). Der Tyrosin-
kinase-Inhibitor Anlotinib befindet sich momentan fiir das platinresistente oder
refraktare Ovarialkarzinom in der Rekrutierungsphase. Es ist ein neuartiger oraler Wirk-
stoff, der auf den Rezeptor 2 und 3 des VEGF, den Fibroblasten-Wachstumsfaktor 1-4, den
von Blutplattchen abgeleiteten Wachstumsfaktor-Rezeptor o und 3, c-Kit und Ret abzielt
(Gao et al,, 2020; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03924882).
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1.5 Benzo/c/phenanthridine

Erstmals 1839 von PROBST im Schollkraut (Chelidonium majus) identifiziert, besitzen
Benzo[c]phenanthridine (viergliedrige, stickstoffhaltige Heterozyklen) ein weitreichen-
des pharmakologisches Wirkspektrum von antimikrobiell, antiinflammatorisch bis
antitumoral, welches auf der Hemmung von Topo I und II beruht. Die Naturstoffe Nitidin
und Fagaronin, die als Leitstrukturen dienen, konnten aus Mohn- und Rautengewachsen
(Papaveraceae und Rutaceae) isoliert werden und wirken antitumoral durch DNA-

Interkalation und Topo [ und Il Hemmung (Larsen et al, 1993; Messmer et al, 1972; Wang

et al, 1993) (Abb. 1.10).
Chrysen Benzo|[c]phenanthridin
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Abb. 1.10: Natiirlich vorkommende Alkaloide der Benzo[c]phenanthridine

Chrysen ist der viergliedrige Grundbaustein der Benzo[c]phenanthridine. Die Naturstoffe Fagaronin und
Nitidin, die sich aus diesen Grundstrukturen ableiten, besitzen potente antitumorale Aktivitaten (Simeon et
al, 1989; Phillips und Castle, 1981).

Probleme der damals identifizierten Benzo[c]phenanthridine lagen in der schlechten Aus-
beute, akuten Toxizitat und Instabilitat in wassrigem Milieu (Cushman und Cheng, 1978).
Zur Verbesserung dieser Faktoren dienten die Ausgangsstrukturen als Leitstrukturen und
wurden weiter modifiziert, um selektive, hochpotente Benzo[c]phenanthridin-Derivate
als potentielle Arzneistoffe zu entwickeln (Clement et al, 2016; Stenzel, 2009; Meier,
2014; Steinhauer, 2016). Einige Benzo[c]phenanthridin-Derivate haben bereits vielver-
sprechende praklinische Ergebnisse erzielt und finden sich derzeit in klinischen Studien
fiir die Krebstherapie. Beispiele hierfiir sind NK314 und Genz-644282, die sich derzeit
noch in Phase I Studien befinden (Abb. 1.11).
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Abb. 1.11: Auf Benzo[c]phenanthridin-basierende Strukturen aus aktuellen klinischen Studien
(Guo etal, 2007; Kurtzberg et al,, 2011)

NK314 induziert in einen signifikanten G2-Zellstillstand, unabhangig vom p53-Status, so-
dass ein gemeinsamer Mechanismus der Checkpoint-Aktivierung wahrscheinlich ist. Des
Weiteren ist NK314 fahig die Topo Il zu hemmen (Guo et al, 2007). Genz-644282 befin-
det sich als Topo I-Inhibitor in einer klinischen Phase I Studie (Genzyme (Sanofi), 2009;
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00942799). Es besaf$ bereits in praklinischen Testungen
an humanen Knochenmarkszellen und im human tumor xenograft-Modell mit NSCLC und
Kolonkarzinomzellen eine starkere Wirksamkeit als Standardtherapeutika wie Topote-

can (Kurtzbergetal, 2011).

1.5.1 6-Aminobenzo[c]phenanthridine

CLEMENT und WEIDE entwickelten 1995 erstmals einen effizienten und einfachen zwei-
stufigen Syntheseweg, um tetrazyklische 11-substituierte Benzo[c|phenanthridine zu
synthetisieren. Dabei fiihrten sie eine basenkatalysierte Eintopf-Zwei-Komponentenum-
setzung von zwei Aquivalenten o-Tolunitril mit einem Aquivalent einer aromatischen
Aldehydkomponente in dipolarem aprotischen Losungsmittel DMPU durch (Clement et
al, 2005; Kock et al, 2005). Das erhaltene 11,12-Dihydro-Derivat konnte weiter mit DDQ
zu einem vollstandig konjugierten Heterozyklus dehydriert werden. Die Variabilitat in der
Aldehydkomponente erzielt eine Vielfalt unterschiedlicher 6-Aminobenzo|[c]phenanthri-
din-Derivate, wie das Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin (Abb. 1.12) (Clement et al, 2016;
Stenzel, 2009; Meier, 2014; Steinhauer, 2016). Auch Modifizierungen der Substituenten
an der 11-Position und der 6-Position waren so moglich, um die physikochemischen und
zytostatischen Eigenschaften zu verdndern. Zwar besafden die 6-Aminobenzo[c]phe-
nanthridine in vitro und in vivo vielversprechende antitumorale Effekte, jedoch besafden
diese Derivate auch eine hohe Lipophilie (logD74 > 5) und eine geringere Wasserloslich-
keit bei physiologischem pH-Wert sowie hohe Phototoxizititen, sodass eine
Weiterentwicklung als Arzneistoffkandidat aufgrund resultierender schlechter Biover-

fligbarkeiten und Instabilitdten nicht erstrebenswert war. Aufgrund der strukturellen



Einleitung

Ahnlichkeit zu den natiirlich vorkommenden Benzo[c]phenanthridin-Derivaten wie Fa-
garonin und Nitidin wurden fiir die 6-Aminobenzo[c]phenanthridine und ihre
aussichtsreichen Derivate intensive Testungen zur antitumoralen Effektivitat vom Natio-
nal Cancer Institut (NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening) durchgefiihrt. Einige
Verbindungen erzielten dabei im Vergleich zu den Naturstoffen starkere antiproliferative
Aktivitaten mit mean graph midpoint (MGM) Glso/60-Werten (growth inhibition 50 %) klei-
ner als 1 uM (Kock et al, 2005). Dabei war auch zu erkennen, dass fiir die an 11-Position
Di- oder Trimethoxyphenyl substituierten Derivate eine hohere Aktivitat zu messen war.
In diesem Zuge wurden auch weitere in vivo NCI hollow fiber assay durchgefiihrt. Anhand
dieser Erkenntnisse wurden die Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Grundkérper mit Tri-

methoxyphenyl-Gruppe an Position 6 substituiert.

0o, 0T
S m (Y )
/N NF

=N
NH, NH;
HCl
6-Aminobenzo[c]phenanthridin Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin P8-D6 !

6-(2-Dimethylaminoethylamino)-11-(3,4,5-trimethoxyphenyl)
pyrido[3,4-c][1,9]-phenanthrolin

Abb. 1.12: Kieler Entwicklung der Benzo[c]phenanthridine

Seit 1995 wurden in der AG Clement mittels CLEMENT und WEIDE Synthese verschiedene Benzo[c]phe-
nanthridin-Derivate synthetisiert und getestet. Ausgehend von dem 6-Amino-benzo[c]phenanthridinen
wurden weitere Analoga synthetisiert und charakterisiert. P8-D6 erwies sich hier als vielversprechende
Substanz zur weiteren Testung als Zytostatikum (Meier, 2014; Stenzel, 2009).

1.5.2 Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline - P8-D6

In der Arbeit von MEIER (2014) konnten mit Hilfe der CLEMENT und WEIDE Synthese
erfolgreich aza-analoge Benzo[c]phenanthridine mit dem Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
lin-Grundkorper hergestellt werden. Diese isostere Verdanderung des Grundkoérpers
(,scaffold hopping“) durch Einfiihrung zusatzlicher endocyclischer Stickstoffatome sollte
die Polaritdt erh6hen, mehr Wasserstoffbriickenbindungen entstehen lassen und die Pho-
totoxizitat abschwachen. Dies dient einer besseren Loslichkeit sowie der Verbesserung
der Absorption, Distribution, Metabolismus, Exkretion (ADME) und eine Erniedrigung der
Lipophilie, welches wiederum positiv auf die Phototoxizitat wirkt. Der potenteste und aus
physikochemischer Sicht am besten geeignete Arzneistoffkandidat aus dieser Synthese-
reihe war das P8-D6 (Abb. 1.13). P8-D6 ist Hauptgegenstand dieser vorliegenden Arbeit

und wird im Folgenden naher beschrieben.
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Abb. 1.13: Synthese von P8-D6

Durch den Einsatz von 4-Methylpyridin-3-carbonitril mit 3,4,5,-Trimethoxybenzaldehyd in einer Eintopf-
reaktion konnte die Substanzklasse der Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthroline hergestellt werden.
Anschlief3end erfolgte die Dehydrierung an der 11,12-Position und die Einfiihrung eines Lactam (Lactam-
Lactim-Tautomerie) an der 6-Position (Meier, 2014; Meier et al,, 2017).

Durch die Verwendung von o-Methylhetarencarbonitril statt o-Tolunitril gelang STENZEL
(2009) erstmalig die Synthese von 6-Amino-11,12-dihydropyrido[3,4-c][1,9]phenanthro-
lin. Im Weiteren erfolgte die Dehydrierung an der 11,12-Position mittels Palladium auf
Aktivkohle in DMPU unter Riickfluss und Schutzgas. Die Dehydrierung zum korrespon-
dierenden vollstindig aromatisierten Heterozyklus bietet nicht nur den Vorteil der
Eliminierung des Enantiomers (Racemate), sondern zeigte vor allem bei den Trimethoxy-
phenyl-substituierten Derivaten auch in NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening
eine deutlich hohere zytotoxische Aktivitat (Clement et al, 2016; Meier, 2014).

Zwar konnte durch die Einfithrung der Stickstoffe eine deutliche Erniedrigung der Lipo-
philie (logD74:2,64) erzielt werden, jedoch konnte die Wasserldslichkeit bei
physiologischem pH-Wert nur minimal verbessert werden. Als weiterer Syntheseschritt
folgte eine Diazotierung, um die 6-Amino- in eine 6-Oxo-Verbindungen zu tiberfiihren, so-
dass ein Lactam-Ring entstand. Die Verkniipfung des Lactamsauerstoffs mit einer
basischen Seitekette erfolgte durch die Mitsunobu-Reaktion mit einem w-Dimethyla-
mino-alkylalkohol nach einer Vorschrift von KISELEV et al. (2011). Durch das Einfiihren

dieser basischen Seitenkette verstarkten sich die zytotoxischen Effekte erneut. Das so
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erhaltene P8-D6, welches durch Reaktion mit N,N-Dimethylaminoethanol entstand, besaf3
in NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening einen Glso/60-Wert von 49 nM. Der
GIs0/0varialkarzinom-Wert lag bei 0,12 uM und der Glso/Mammakarzinom-Wert lag bei 0,13 pM. Au-
f8erdem ist P8-D6 wasserloslich (0,87 mM) und photostabil. In ersten invivo
Toxizitatsstudien an Nacktmdusen konnte eine MTD (maximal tolerierten Dosis) von
1 mg/kg Korpergewicht ermittelt werden. Bei einer Dosis von 5 mg/kg Koérpergewicht
zeigten die Mause erste toxische Anzeichen (Verlust von Korpergewicht), jedoch tiberleb-

ten die Tiere die 14 tagige Studie und regenerierten sich (Meier, 2014; Meier et al, 2017).

1.5.3 Wirkmechanismus von P8-D6

NCI-COMPARE-Studien zeigten grofle Ahnlichkeiten (Pearson‘scher Korrelationskoeffi-
zient: 0,9) von P8-D6 zu den Topo-Inhibitoren m-Amsacrin und Etoposid. Die Wirkung
von m-Amsacrin als Topo II-Gift beruht dabei auf einer Kopfgruppe, die sterisch senkrecht
zur DNA-interkalierenden Region steht (Ketron et al, 2012). Untersuchungen fiir P8-D6
konnten zeigen, dass der 11-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-Rest als Kopfgruppe in einer or-
thogonalen Position zum Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Grundgeriist, der DNA-
interkalierender Region, steht und so optimal die Topo II-Giftwirkung ausiiben kann (Abb.
1.14). Das Relaxationsassay und Dekatenierungsassay fiir die Bestimmung der Hemmung
der katalytischen Aktivitdt der Topo [ und Ila zeigten jeweils eine vollstandige Hemmung

bei 10 uM (Meier, 2014).

———————————— /Kopfgruppe
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DNA- —P=o
interkalierende 0
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Abb. 1.14: Postulierte Ausrichtung und mégliche Interaktionen von P8-D6 mit Topo II

Anhand der sterischen Anordnung des P8-D6-Molekiils, ist eine Differenzierung in Kopfgruppe und eine
DNA-interkalierende Region mdglich. Die Kopfgruppe, welche mit der Topoisomerase interkaliert, ist dabei
fiir die Giftwirkung auf die Enzymkomponente verantwortlich (modifiziert nach Meier, 2014).
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Anhand bereits bekannter Kristallstrukturen der DNA-Topo-Enzymkomplexe mit Inhibi-
toren konnte P8-D6 mithilfe von Maestro 9.6 in diese DNA-Enzym-Strukturen gemodelt
werden und Bindemdglichkeiten bestimmt werden. Diese Darstellungen zeigen theoreti-
sche Formationen, wie P8-D6 in der aktiven Bindetasche angeordnet sein konnte. Dabei
lagert sich das Pyrido[3,4-c][1,9]phenanthrolin-Grundgeriist flach in die DNA-
Bindetasche am Strangbruch ein und interkaliert durch seine Stickstoffe. Das zugehorige
2D-Interaktionsdiagram zeigt mogliche Aminosauren, die mit P8-D6 wechselwirken (Abb.

1.15; Abb. 1.16; Abb. 1.17).

P8-D6 in 1K4T

Abb. 1.15: P8-D6 in der Bindetasche des DNA-Topo I -Komplexes (1K4T)

Modulierung des 3D-Bindemodus von P8-D6 in den DNA-Topo [-Enzymkomplex (Modelling mit Maestro
9.6 durch Theo Rodat, Design mit PyMOL; Darstellung basierend auf dem PDB Code 1K4T). P8-D6 lagert
sich in die Bindetasche der DNA am Strangbruch ein und interagiert den Aminosduren 722 und 364 des
Topo I-Enzyms (orange). A) 3D-Struktur des DNA-Enzymkomplex mit Bindetasche, B) 2D-Interaktionsdia-
gram
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P8-D6 in 5GWK

Abb. 1.16: P8-D6 in der Bindetasche des DNA-Topo II a -Komplexes (5GWL)

Modulierung des 3D-Bindemodus von P8-D6 in den DNA- Topo Il a -Enzymkomplex (Modelling mit Maestro
9.6 durch Theo Rodat, Design mit PyMOL; Darstellung basierend auf dem PDB Code 5GWK). P8-D6 lagert
sich in die Bindetasche der DNA am Strangbruch ein und interagiert den Aminosdure 1301, 9 und 12 des
Topo lla-Enzyms. A) 3D-Struktur des DNA-Enzymkomplex mit Bindetasche, B) 2D-Interaktionsdiagram

P8-D6 in 3QX3

Abb. 1.17: P8-D6 in der Bindetasche des DNA-Topo II § -Komplexes (3QX3)

Modulierung des 3D-Bindemodus von P8-D6 in den DNA- Topo II B -Enzymkomplex (Modelling mit Maestro
9.6 durch Theo Rodat, Design mit PyMOL; Darstellung basierend auf dem PDB Code 3QX3). P8-D6 lagert
sich in die Bindetasche der DNA am Strangbruch ein und interagiert den Aminosaure 13 des Topo II B-En-
zyms. A) 3D-Struktur des DNA-Enzymkomplex mit Bindetasche, B) 2D-Interaktionsdiagram
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In der weiteren Charakterisierung des Wirkmechanismus mittels ICE (in vivo complex of
enzyme)-Assay (Subramanian et al, 2001) erwies sich P8-D6 als dualer Topo-Inhibitor,
der mittels Enzym-DNA-Intermediar-Stabilisierung als Topo-Gift fungiert (Aichinger et
al, 2020).Wie bereits beschrieben stabilisieren Topo-Gifte das kovalente Enzym-DNA-
Intermediat wihrend des DNA-Strangbruchs und fiihren so zu Stérungen in Zellteilungs-
prozessen und leiten die Apoptose ein. P8-D6 ist bei einer Konzentration von 1 uM in der
Lage signifikant die Topo [ -(Abb. 1.18 A) und die Topo Ila- und I13-Aktivitat (Abb. 1.18 B)
durch Stabilisierung zu hemmen. Mittels ICE-Assay wurde an HT29 Zellen mit unter-
schiedlichen Konzentrationen P8-D6, Camptothecin und Etoposid der Anteil an DNA-
gebundener Topoisomerase mit einer Negativkontrolle verglichen. Sobald das Topo-

DNA-Intermediat stabilisiert wird, liegt mehr Intermediat vor und kann nachgewiesen

werden.
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Abb. 1.18: Wirkmechanismus von P8-D6 in Tumorzellen

A) und B) ICE-Assay zur Testung der Topo-Giftung fiir Topo I, Topo Ila und IIf in der humanen Colon A-
denocarcinom Zelllinie HT29. HT29 Zellen wurden mit 0,01 uM, 0,1 pM, 1 uM und 10 uM P8-D6 oder
Kontrollen (CPT: Camptothecin, ETO: Etoposid) inkubiert. Nach 1 h Inkubation wurde der Anteil an DNA-
gebundener Topo I (A) bzw. Topo Il a/f (B) im Vergleich zur Negativkontrolle (DMSO) und zur jeweiligen
Positivkontrolle gemessen. (n=4, + SD, one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p <0,001); St. t-test
# (p <0,05)) (Aichinger et al, 2020).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die weitere praklinische Entwicklung des aza-ana-
logen Benzo[c]-phenanthridins ,P8-D6“ als Therapeutikum fiir die Behandlung von
Ovarial- und Mammakarzinomen. Eine Arzneistoffentwicklung ist in mehrere Phasen ge-
gliedert. Bevor ein Arzneistoff am Menschen angewendet werden darf, muss in
praklinischen Studien in in vitro und in vivo Modellen gezeigt werden, dass der Wirkstoff
eine ausreichende Wirksamkeit bei geringer Toxizitdat und geringem Nebenwirkungspo-

tential besitzt (Abb. 1.19).

in vitro Studien in vivo Studien

Optimierung der

Target Leit- Leitstruktur
struktur

klinische
Studien

Abb. 1.19: Phase der Arzneistoffentwicklung

P8-D6 zeigte in Testungen am NCI ein hohes Potential gegeniiber Tumoren der Gynako-
logie. Dabei stellt Brustkrebs die haufigste und das Ovarialkarzinom die aggressivste
Tumorentitit in der gynakologischen Onkologie dar.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit wurde auf folgende Fragestellungen gelegt:

e Bewirkt P8-D6 eine hohere Apoptoseinduktion im Vergleich zu Standardtherapeutika
in behandelten gynakologischen Tumorzellen und erzielt es dabei eine vollstiandige
und andauernde Reduktion des Tumors?

o Welche Effekte verursacht P8-D6 an nicht-tumorassoziierten Zellen, um so das Neben-
wirkungspotential abzuschétzen zu konnen?

e Zeigt P8-D6 anders als andere zuvor klinisch getestete duale Topoisomerase-Inhibito-
ren keine Hepatotoxizitat?

Ein 2D-Modell ist nur begrenzt auf die in vivo Situation tibertragbar, da in vivo verschie-

dene Zelltypen interagieren, kommunizieren und nach allen Seiten Zellkontakte ausiiben.

e Erzielt P8-D6 dabei vergleichbare zytotoxische Effekte in der 2D-Kultur sowie im Co-
Kultur-Modell und dem 3D-Modell?

Die detailliertere Wirkweise im Lebewesen mit Einschatzungen zur Pharmakokinetik und

-dynamik kann jedoch nur durch in vivo Modelle wie dem Ovarialkarzinom-Xenograft-

Mausmodell adaquat dargestellt werden.
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e Kann das Wachstum/die Tumorlast des in die Maus injizierten humanen Tumors durch
die i.v. Therapie mit P8-D6 im Vergleich zu Topotecan und zur Negativkontrolle (PBS)
deutlich reduziert werden?

Patienteninnen - gerade in der Krebstherapie - sprechen sehr individuell auf die jeweilige

Therapie an. Griinde dafiir sind die grof3e Diversitat der Tumore. P8-D6 wird also sehr

wahrscheinlich kein Wundermittel fiir alle Patientinnen mit Ovarialkarzinom sein, konnte

Standardtherapeutikum aufweisen.

e Existieren Biomarker, die die Therapie mit P8-D6 induzieren kénnen?

Das gesamte Projekt stellt eine wesentliche Méglichkeit dar, einen neuen innovativen

Wirkstoff in der Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms zu etablieren und soll

als Vortestung fiir die anschlief3enden klinischen Studien dienen.



2. MATERIALIEN UND GERATE

Materialien und Gerate

2.1 Zelllinien & Patientenzellen

Zelllinie/

Patientenzelle Al e

A2780 humanes Ovarialkarzinom SigmaAldrich, Steinheim

HEY humanes Ovarialkarzinom B. M. Kacinski, New Haven, CT, USA

Igrov-1 humanes Ovarialkarzinom American Type Culture Collection

OvCar8 humanes Ovarialkarzinom American Type Culture Collection

SKOV-3 humanes Ovarialkarzinom American Type Culture Collection

SKOV-3 luc humanes Ovarialkarzinom American Type Culture Collection

MDA-MB-231 humanes Mammakarzinom T. Yoneda, Health Science Center®,
San Antonio, Texas, USA

MCF-7 humanes Mammakarzinom American Type Culture Collection

SK-Br3 humanes Mammakarzinom American Type Culture Collection

HOSE humane ovarial Oberflachen- | Innoprot, Bizkaia, Spanien

epithelzellen

Detroit 551 humane dermale Fibroblasten | American Type Culture Collection

(ATCC® CCL-110™)

Patientenzelle | Zelltyp Bezugsquelle

UF-169 T humanes Ovarialkarzinom Klinik fiir Gyndkologie und Geburts-
hilfe, UKSH, Campus Kiel

UF-168T humanes Ovarialkarzinom Klinik fiir Gynakologie und Geburts-
hilfe, UKSH, Campus Kiel

UF-167 As humanes Ovarialkarzinom Klinik fiir Gynakologie und Geburts-
hilfe, UKSH, Campus Kiel

UF-160 As humanes Ovarialkarzinom Klinik fiir Gynakologie und Geburts-
hilfe, UKSH, Campus Kiel

UF-182 humanes Mammakarzinom Klinik fiir Gynakologie und Geburts-
hilfe, UKSH, Campus Kiel

Uo1 humane Hepatozyten Abteilung fiir Chirurgie, Universi-
tatsklinik Uppsala, Schweden

uoz humane Hepatozyten Abteilung fiir Chirurgie, Universi-
tatsklinik Uppsala, Schweden

Uo03 humane Hepatozyten Abteilung fiir Chirurgie, Universi-

tatsklinik Uppsala, Schweden

2.2 Medien und Mediensupplemente

Medien und Mediensupplemenete

Firma

Ascorbinsaure
BSA (Bovine serum albumin)
Ca2+- and Mg2+-free HBSS

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Carlsbad, USA
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Dexamethason
DMEM with HEPES and 4.5 g/1 Glucose
DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supple-

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Carlsbad, USA
Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA

ment, pyruvate
DMSO (D2650-5X10ML)

DPBS 10x, no calcium, no magnesium

DPBS, no calcium, no magnesium
EDTA BioUltra

Fetal Bovine Serum, certified, US origin

Hepatocyte isolation kit

Hepatocyte maintenance medium
HEPES

Insulin

IST

Neomycin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA
Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA
VitaCyte, Indiana

Thermo Fisher Scientific, Pinneberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Krankenhausapotheke, UKSH, Kiel

Ovarian Epithelial Cell Medium Kit (P60132) | Innoprot, Bizkaia, Spanien

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/mL)

Percoll
Poly-L-lysine hydrobromide
Trypsin (10x)

VLE RPMI Medium 1640 500ml (FG1415)

Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

2.3 Puffer und Gele

Lysispuffer, pH 8 (4°C)

150 mM Nac(l
1% (v/v) NP-40
50 mM Tris

1 EDTA-free Proteaseinhibitor Tablette

Ladepuffer (4x):

Sammelgelpuffer (4x):

0,2 M Tris

8 % (m/v) SDS

40 % (v/v) Glycerin

20 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,02 % (m/v) Bromphenolblau
ad Aqua bidest

0,25 M Tris, pH 6,8
0,4 % (m/v) SDS
ad Aqua bidest

Trenngelpuffer (4x): pH 8,8

Elektrophoresepuffer (10x):

0,75 M Tris, pH 8,8
0,4 % (m/v) SDS

0,25 M Tris
1,92 M Glycin

ad Aqua bidest 1% (m/v) SDS
ad Aqua bidest
7,5% Trenngel (pH 8,8) 4% Sammelgel (pH 6,8)
6 ml Aqua bidest. 2,4 ml Aqua bidest.

3 ml Trenngelpuffer

3 ml 30% (m/v) Rotiphorese®
10 ul TEMED 30

80 pl 10% (m/v) APS-Losung

1 ml Sammelgelpuffer

0,6 ul 30% (m/v) Rotiphorese®
25 ul 10% (m/v) APS-Lésung
6 ul TEMED 30
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Transferpuffer Wasch-Puffer
25 mM Tris-HCI 10% (v/v) TBS-Puffer
192 mM Glycin 0,1% (v/v) Tween® 20
20% (v/v) Methanol Blocking-Reagenz
5% (m/v) Milchpulver in TBS-Puffer

ECL-Reagenz

Lésung A: 0,25 g/1 Luminol in 100 mM Tris, pH 8,6 2 ml Losung A
Losung B: 1,1 g/1 p-Hydroxycoumarinsaure in DMSO 200 pl Losung B

2 ul 30% H202

2.4 Antikorper

Antikorper Spezies Firma

Anti-Topo | Maus monoklonal Santa Cruz Biotechnology
(sc-271285) (Santa Cruz, CA, USA)
Anti-Topo II Alpha/beta Kaninchen monoklonal | Abcam

(ab109524) (Cambridge, Grofdbritannien)
Anti--Actin Maus monoklonal Santa Cruz Biotechnology
(sc-47778) (Santa Cruz, CA, USA)
Anti-HSP90o./3 Maus monoklonal Santa Cruz Biotechnology
(sc-13119) (Santa Cruz, CA, USA)
Anti-Mouse m-IgGk BP- Maus IgG kappa binding | Santa Cruz Biotechnology
HRP-conj protein (Santa Cruz, CA, USA)
(sc-516102)

Anti-Mouse m-IgGk BP- Kaninchen IgG kappa Elabscience

HRP-conj binding protein

(E-AB-1003)

Cleaved Caspase-3 Kaninchen monoklonal | Cell Signaling Technology
(Asp175) (5A1E

Ki-67 Kaninchen monoklonal | Thermo Scientific™
(RM-9106-S)

2.5 Materialien und Reagenzien

Nicht gelistete Reagenzien wurden von Roth GmbH & Co KG oder Sigma-Aldrich (Stein-
heim) bezogen.

Reagenzien Firma

2-Propanol 70 % Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Aceton Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Agarose Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
AOQO/PI staining solution Nexcelom, Lawrence, USA
ApoLive-Glo™ Multiplex Assay (G6410) Promega GmbH, Mannheim
ApoTox-Glo™ Triplex Assay (G6320) Promega GmbH, Mannheim
APS-Losung Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt
Caspase-Glo®3/7 Assay Promega GmbH, Mannheim
CellTox™ Green Cytotoxicity Assay Promega GmbH, Mannheim
CellTracker Deep Red Dye - Thermo Fisher Scientific, Pinneberg
Cisplatin Teva® Krankenhausapotheke, UKSH, Kiel
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Collagen |

Complete, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail

Dihydroethidium

Domitor 1mg/ml

Doxo-cell

Eto-GRY® Teva

Fentanyl 0,05 mg/ml
GelRed

Glutardialdehyd 25 %
Glycerin

Glycin

Kadcyla®

Ketamin

Luciferin

Luminol

Methanol

Midazolam 1mg/ml
Milchpulver (Blotting grade)
MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit
Natriumchlorid

Nonidet® P-40

Osmiumtetroxid Osmiumtetroxidlésung 2 %
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I
p-Hydroxycoumarin-saure

Pierce™ BCA-Protein-Assay Kit
RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability Assay
Rotiphorese®

SDS

Stripping Buffer

TBE Puffer (10x)

TEMED 30

Topotecan medac

Tris

Tween® 20

Vectashield®

Venor®GeM OneStep

Wasserstoffperoxid 30%
-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz,
Schweiz

].T. Baker, Deventer, Niederlande
Pfizer, Karlsruhe
Krankenhausapotheke, UKSH, Kiel
Krankenhausapotheke, UKSH, Kiel
Janssen-Cilag, Neuss

BIOVENDIS Ltd., Mannheim

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Krankenhausapotheke, UKSH, Kiel
Aveco Pharmaceutical, IA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
].T. Baker, Deventer, Niederlande
Roche, Grenzach-Wyhen

Merck KGaA, Darmstadt

Lonza Group Ltd, Schweiz

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe

BioChemica AppliChem GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Fisher Scientific, Pinneberg
Promega GmbH, Mannheim

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

CANDOR Bioscience GmbH, Wangen
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Krankenhausapotheke, UKSH, Kiel
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Vector Labs

Minerva Biolabs GmbH, Berlin

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe

Material

Amersham Hyperfilm

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Corning® 96-Well Flat Clear Bottom White Poly-
styrene TC-Treated Microplates, with Lid, | Corning, NY, USA
Sterile (Product #3903)
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Corning® 96-Well spheroid microplate, black,
clear bottom, round, Ultra-Low attachment sur-
face, Sterile (Product #4520)

Corning® CellBIND® 24-Well (Product #3337)
Deckglaser

Eppendorf Tubes

Falcon, diverse Grofien, steril

Filtropur V50 500ml 0,2um 90mm
Hybond-P PVDF-Membran

Kryovials Biozym steril 2 ml

Omnican40 Insulinspritzen
Pasteurpipetten

Pipettenspitze (diverse Gréfien mFilter)
Rohrchen, 12x75 mm. PS, rund,
serologische Pipetten diverse Grofden, steril

Tek Chamber Slide w/Cover Glass, Steril Cham-
berSlides 177399

ThinCert™ 12-Well, transluzente/transparente
0,4 pm Membran

Visionplate tm 24 -4ti0241 plate
Well Platten, diverse Grofden, steril

Whatman® Paper

Zellkulturflasche T75, steril
Zellschaber, steril

Corning, NY, USA

Corning, NY, USA

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK
Biozym Scientific GmbH

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
VWR

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Thermo Fisher Scientific, Pinneberg
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Thermo Fisher Scientific, Pinneberg

Greiner Bio-One

4titude® Ltd
Greiner Bio-One

GE Healthcare Amersham, Chalfont
St Giles, UK

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

2.6 Gerate
Gerat Bezeichnung / Firma
Absaugvorrichtung neoLab Migge GmbH, Heidelberg
Autoklav LTA32/25, Zirbus technology, Bad Grund
Heraeus B5060 EK/CO2, Heraeus GmbH, Hanau
B Water-Jacketed CO2 Incubators, Thermo Fisher Scientific,
rutschrank

Cellometer® Vision
Durchflusszytometer
Elektrophoresekammer
Entwicklungskammer

Fluoreszenzmikroskop
Gefrierbehalter
Laminar Air Flow

Mikroskop

Neubauer Zahlkammer
NightOWL LB 983

Pinneberg

Heracell™, Thermo Fisher Scientific, Pinneberg

Nexcelom, Lawrence, USA

Gallios 3L Flowcytometer, Beckman Coulter, Brea, USA
Mini Trans-Blot® Cell, BioRad, Hercules, CA, USA
Cawomat 2000, Cawo Photochemisches Werk, Schroben-
hausen

Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Mr. Frosty™Thermo Scientific, Waltham, USA

Scanlaf mars safety class 2, LaboGene A/S, Allergd,
Dianemark

Thermo Scientific Holten Laminar Air, Thermo Fisher Sci-
entific, Pinneberg

Zeiss axiovert 25, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
Eclipse TS100, Nikon Instruments, Amsterdam, NL
Neubauer Improved, LO-Laboroptik Ltd., Lancing, UK
Berthold, Bad Wildbach
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NYONE®
PCR-Maschine

Peq Power Supply 300
pH Messgerat

Pipetten

Pipettierhilfe
Platten-Reader

Rasterelektronenmikro-
skopie
Schiittelwasserbad
Thermomixer comfort
Ultraschallgerat
Vortexer

Waage

Zentrifuge

SYNENTEC, Elmshorn

T100 THERMAL CYCLER, BioRad, Hercules, CA, USA
PEQLAB Ltd., Sarisbury Green, UK

inoLab® pH level 1, Wissenschaftlich-Technische Werk-
statten GmbH, Weinheim

Finnpipette™ F2 Pipette (10 pul, 100 pl, 1000 pl), Thermo
Fisher Scientific, Pinneberg

Eppendorf Research®/Reference® (2,5 pl, 10 ul, 100 pl,
200 pl, 1000 pl, 2500 pl), Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf Research pro Mehrkanalpipetten (20-300 pl),
Eppendorf AG, Hamburg

Pipetboy acu 2, INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal
Infinite 200, Tecan Group Ltd, Mdnnedorf, Schweiz

Tecan safire2, Tecan Group Ltd, Mannedorf, Schweiz
FLUOstar Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg
Phenom XL, Phenom-world; Eindhoven, Niederlande

Typ 1083, Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg

Vevo 770, FUJIFILM VisualSonics

RS-Va10, Phoenix Instrument, Garbsen

Kern EW2200-2NM, Kern Sohn GmbH, Balingen-From-
mern

CP225D, Sartorius Lab Instruments GmbH & Co. KG
Rotina 420 R, Andreas Hettich GmbH & Co KG, Kirchlen-
gern

Hettich Mikrozentrifuge 200, Andreas Hettich GmbH & Co
KG, Kirchlengern

2.7 Invivo Experiment

Tiere

Bezeichnung / Firma

SCID/beige-Mause

Charles River Laboratories, Wilmington

2.8 Verwendete Software

Gerat Bezeichnung / Firma
AxioVision Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
Graph Pad Prism V8.4 GraphPad Software Inc., San Diego, USA

Magellan™ V6.5
MS Office 365
Isis Version 5.8.8.

Tecan Group Ltd, Mdnnedorf, Schweiz
Microsoft, Redmond, USA
MetaSystems Hard & Software GmbH, Mannheim
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3. EXPERIMENTELLE METHODEN

3.1 Identitat und Stabilititstestung von P8-D6

Vor der Herstellung der jeweiligen Stammlosungen wurde P8-D6 als Feststoff gelost und
in DMSO-d mittels NMR auf die Identitét hin gepriift. Das iliber einen Zeitraum von einem

Jahr in PBS geldste und bei 4°C gelagerte P8-D6 wurde zusatzlich nochmal mittels HPLC
auf Stabilitat und Zersetzungsprozesse untersucht (HPLC Methode: Meier, 2014).

3.2 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

3.2.1 Kultivierung humaner Zelllinien und ex vivo Patientenzellen

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurden die humanen Ovarialkarzinomzelllinien
A2780, HEY, Igrov-1, OvCar8, SKOV-3, SKOV-3 luc (Tab. 3.1) und die humanen
Mammakarzinomzelllinien MCF-7, MDA-MB 231, Sk-Br 3 (Tab. 3.2) sowie als Vergleich
die nicht-tumorassoziierten Ovarialkarzinomzellen (Tab. 3.3) HOSE verwendet. Auf3er-

dem wurden primdre ex vivo Patientenzellen aus der Klinik zur Verfiigung gestellt.

Tab. 3.1: Charakterisierung der verwendeten Ovarialkarzinomzellen

(European Collection of Authenticated Cell Cultures,; Beaufort et al, 2014; Sewell et al,, 2002; Stordal et al, 2013; Mon-
tero et al, 2015; Park et al, 2005; Bauerschlag et al, 2015; Bauerschlag et al, 2010; Ghahremani et al, 1998; Li et al,
2018; Vassileva et al, 2008; Denel-Bobrowska et al, 2016)

OC-Zelllinie Beschreibung

A2780 humanes Ovarialkarzinom, endometrioides Adenokarzinom am Ovar,
adhdrent, epithelial; Cisplatin- und Doxorubicin-sensitiv, Her2-, geringe
EGFR Expr. (ECACC), Generationszeit: 25 h.

HEY humanes Ovarialkarzinom, seros papillares Zystadenokarzinom am
Ovar, adharent, epithelial; Cisplatin-sensitiv, hohe EGFR Expr., Genera-
tionszeit: 28 h.

Igrov-1 humanes Ovarialkarzinom, endometrioides Adenokarzinom am Ovar,
adhdrent, epithelial; Platin-sensitiv, Her2-, mittlere EGFR Expr., Genera-
tionszeit: 21 h.

OvCar8 humanes Ovarialkarzinom, Adenokarzinom am Ovar, adhérent, epithe-
lial; Platin-sensitiv, Her2+, hohe EGFR Expr., Generationszeit: 26 h.

SKOV-3 humanes Ovarialkarzinom, Adenokarzinom am Ovar, adhdrent, epithe-
lial; Cisplatin- und Doxorubicin-resistent, Her2+, hohe EGFR Expr.,
Generationszeit: 28 h.

SKOV-3 luc humanes Ovarialkarzinom, stabile Luciferase-Expression und Neomy-
cin Resistenzgen



Experimentelle Methoden

ex vivo OC-Patientenzellen

UF-168T. humanes serds papillares Ovarialkarzinom mit Peritonealkarzinose
(CA125 erhoht), high grade, BRCA 1 u. 2 negativ

UF-169 T. humanes invasives, muzindses Adenokarzinom am Ovar (Infiltrate)

UF-160 As. Pleurakarzinose eines high grad humanen, serésen Karzinoms am Ovar,
sekundiare BRCA1-Mutation, CK7 und PAX8 positiv

UF-167 As. humanes, gut differenziertes, mikrosatellitenstabiles, endometetrioides

Adenokarzinom am Ovar, ER+ u. PR+, CK20 u. p53 negativ.

Tab. 3.2:.Charakterisierung der verwendeten Mammakarzinomzellen
(Brooks et al, 1973; Lukyanova et al, 2009; European Collection of Authenticated Cell Cultures,; Costantino et al,
1993; Adjei, 1999; Ren et al, 2014; Osmak et al., 1997)

BC-Zelllinie Beschreibung

MCF-7 humane Mammakarzinomzelllinie, Brustdriise (metastasierter Pleura-
erguss), adhdrent, epithelial; Estrogen-sensitiv, Cisplatin-resistent
Verdopplungszeit: 31 h.

MDA-MB 231 humane Mammakarzinomzelllinie, Adenokarzinom, Brustdriise (meta-
stasierter Pleuraerguss), adharent, epithelial; TNBC, Insulin-resistent
Verdopplungszeit: 38 h.

Sk-Br 3 humane Mammakarzinomzelllinie, Adenokarzinom, Brustdriise (meta-
stasierter Pleuraerguss), adharent, epithelial; Her2 /neu +, Doxorubicin-
resistent, Verdopplungszeit: 30 h

ex vivo BC-Patientenzellen

UF-182 frithes, epipectoral gelegenes Inbrustrezidiv eines gering differenzier-
ten metaplastischen Karzinoms der Brust, hochgradige Stadium 3, ER-
u. PR-, Her2 /neu -, Ki-67: 72%

Tab. 3.3: Charakterisierung des Normalzellen
(Tsao et al, 1995; Olander et al, 2018; Vildhede et al., 2015)
Normalzellen Beschreibung

HOSE kubische Oberflachenepithelzellen (OSE) des menschlichen Eierstocks
schlecht differenziert, nicht-tumorigen, HPV-immortale Linie

Hepatozyten primdre Hepatozyten isoliert nach chirurgischen Leberresektion mit-
(U01-U03) tels Kollagenase-Perfusionstechnik

Fibroblasten Detroit 551 ATCC® CCL-110™: humane Fibroblasten der Haut, adha-
rent

Die primaren ex vivo Patientenzellen wurden von Patienten der Klinik fiir Gynakologie
und Geburtshilfe, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel und der Abtei-
lung fiir Chirurgie, Universitatsklinik Uppsala, Schweden isoliert. Bei den operativen
Mafdnahmen handelte es sich um Segmentektomien, Mastektomien oder Reduktionsplas-
tiken. Ethische Zulassung Nr.: 2009/028 und 2011/037 (Uppsala); AZ: D578/20 (Kiel).

Priméare Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomzellen wurden aus dem wahrend der

Operation entnommenen Aszites oder aus Tumorgewebe von Patientinnen mit
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fortgeschrittenem Ovarialkarzinom oder Mammakarzinom isoliert. Aszites wurde bei
348 g, 10 min zentrifugiert und das Pellet in frischem, supplementierten RPMI-Medium
resuspendiert und ausgesat. Primdare Tumorzellen wurden nach dem Protokoll von
KURBACHER et al. (2011) aus dem Tumorgewebe extrahiert. Die primdre Hepatozyten
wurden aus tiberschiissigem humanen Lebergewebe nach Leberresektion mittels einer
zweistufigen Kollagenase-Perfusionstechnik (Lecluyse und Alexandre, 2010) isoliert.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte als adharenter Einzelzellrasen in Kulturflaschen

(T75) bei 37 °Cin 5 % CO2. Fiir die Kultivierung wurden folgende Nahrmedien verwendet:

Tab. 3.4: Kulturmedium

Zellen Mediumzusammensetzung

A2780
HEY
g Igrov-1
£  OvCar8 _ _
N SKOV-3 VLE-RPMI 1640 suppl. mit 2.0 g/l NaHCOs3 (ohne L-glutamine),
] -
10 % FBS, 60 [U 1 Pen/St
=  UF-168T. o (kg)/ml Pen/Strep
5 UF-169 T.
&  UF-160 As.
UF-167 As.
SKOV-3 luc DMEM suppl. mit 10 % FBS, 800 ug/ml Neomycin
g MCF-7
S MDA-MB 231 VLE-RPMI 1640 suppl. mit 2.0 g/l NaHCOs3 (ohne L-glutamine),
E UF-182 10 % FBS, 60 1U (ug)/ml Pen/Strep
=
£
g SK-BR-3 DMEM suppl. mit 10 % FBS, 60 IU (ng)/ml Pen/Strep
<
=
HOSE Ovarian Epithelial Cell Medium suppl. mit 5 ml Ovarian Epithe-
lial Cell Growth supplement (OEpiCGS), 100 IU (pg)/ml
Pen/Strep;
Beschichtung: Poly-L-lysine (2 pg/cm?, 24 h 37 °C)
Hepatozyten Auftaumedium:
- DMEM suppl. mit HEPES und 4.5 g/1 Glucose (70 %), 90 % Per-
= coll (30 %)
f_q’ Suspension- und Anhaftungsmedium (SAM) fiir 3 h:
g DMEM suppl. mit HEPES und 4.5 g/1 Glucose, 5 % FBS,
= 100 IU (ug)/ml Pen/Strep, 4 pg/ml Insulin, 1 uM Dexamethason
z Kulturmedium nach 3 h SAM:

Hepatocyte maintenance Medium suppl. mit 1 % ITS (10 pg/ml
Insulin, 5,5 pg/ml Tranferrin, Selenium 5 ng/ml),

100 IU (pg)/ml Pen/Strep, 0,1 uM Dexamethason
Beschichtung: Collagen I (12,5 pg/250 pl, 1 h 37 °C)

Fibroblasten = DMEM suppl. mit 10 % FBS, 60 IU (ng)/ml Pen/Strep
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Die verwendeten, adhdrenten Zellen wurden 2-3 x pro Woche mit frischem Medium ver-
sorgt. Bei einer Konfluenz von >80 % erfolgte eine Passagierung. Hierfiir wurde das
Kulturmedium abgesaugt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschliefdend durch
zehnminiitige Inkubation mit Trypsin/EDTA (0,05 %) von der Oberflache gelost. Dieser
Vorgang wurde mit der doppelten Menge Medium gestoppt und die Zellsuspension fiir
10 min (HOSE: 5 min) bei 250 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit frischem Medium resuspendiert und griindlich vereinzelt, um die Zellen neu
auszusden. Zum Ausplattieren einer bestimmten Zellzahl wurde die Zellzahl der Suspen-
sion mikroskopisch mittels Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Fir alle Zellen wurden
Mykoplasmentests (Venor®GeM OneStep, MycoAlert™) nach Herstellerangaben und STR-
Marker Bestimmungen nach etabliertem Protokoll (Huang et al,, 2016) durchgefiihrt.

Tab. 3.5: Medium fiir Langzeitlagerung (Nz)

Kryokonservierung

Einfriermedium 90 % Medium, 10 % DMSO

Zur Kryokonservierung wurde das Zellpellet in Einfriermedium resuspendiert und in ei-
nem Einfriercontainer mit 1 °C/min auf -80 °C gekiihlt. Die Lagerung erfolgte in fliissigem
Stickstoff. Zum Auftauen wurden die Kryovials im 37 °C Wasserbad fiir max. 2 min ge-
taucht, gefolgt von einer Resuspension in 30 ml Medium und einer Dichte-Zentrifugation
(250 g; 10 min), um abgestorbene Zellen zu entfernen.

Die primaren Hepatozyten wurden bei -150 °C gelagert und zum Auftauen nach 2 min bei
37 °C in Auftaumedium resuspendiert und bei 100 g fiir 10 min zentrifugiert. Nach erneu-
ter Resuspendierung in Suspension- und Anhaftungsmedium (SAM) wurde die Zellzahl,
Grofde und Viabilitdt mit dem Cellometer Vision (Bild Zytometrie) gemessen und fiir die

einzelnen Experimente auf Platten ausgebracht (Olander et al,, 2018).

3.2.2 Mikroskopie adharenter Zellen

Zur Bestimmung des proliferationshemmenden Effekts von P8-D6 wurden die oben auf-
gefiihrten Ovar- und Brustzellen (Tab. 3.1, Tab. 3.2, Tab. 3.3) in eine transparente 24-Well
Platte (5x103 - 1x105 Zellen/Well) fiir 24 h ausgesat. Anschlieflend erfolgte eine Behand-
lung mit P8-D6 [1 uM, 10 uM], Cisplatin [1 uM], Etoposid [1 uM], Topotecan [1 pM] und
PBS [Negativkontrolle] fiir 24 h und 48 h. Fiir die Dokumentation der visuell detektierba-

ren Effekte der verschiedenen Zytostatika wurden zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h
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mikroskopische Bilder aufgenommen. Hierzu wurden Bilder mit einem inversen Mikro-

skop mit Phasenkontrast mit den Objektiven 10x und 20x erstellt.

3.2.3 Viabilitats- und Apoptose- Assays

P8-D6 ist durch seine zytotoxischen Eigenschaften in der Lage in humanen Zellen
Apoptose zu induzieren (Meier et al, 2017). Das Ausmaf3 dieser Zelltoxizitat wurde in den
Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomzellen, sowie humanen ovariellen Oberfla-
chenepithelzellen und Hepatozyten untersucht. Zur Verifizierung dienten zwei

voneinander unabhdngige Apoptose-Messmethoden.

3.2.3.1 ApoLive-Glo™ Multiplex Assays

Zur Messung der Viabilitdt und der Apoptose in Zellen wurde das ApoLive-Glo™ Multi-
plex-Assay der Firma Promega verwendet. Dieses Assay ermoglicht die Messung der
beiden Komponenten in demselben Versuchsansatz. Im ersten Schritt wurde die Zellvia-
bilitiat Uber die Aktivitit der sogenannten Live-Cell-Protease bestimmt, welche nur in
intakten Zellen aktiv ist. Dabei spaltet die Live-Cell-Protease Aminosduren (Gly-Phen) von
7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin (Abb. 3.1), welches mittels Fluorimeter vermessen
werden konnte. Die Apoptose-Messung basiert auf der Aktivititsmessung der Caspasen 3
und 7. Durch Spaltung des pro-lumineszenten Substrates DEVD-Aminoluciferin entsteht
Aminoluciferin, welches als Substrat fiir die UltraGlo-Luciferase dient, welches wiederum
die Luciferase-Reaktion unter Entstehung eines Lichtsignals katalysiert (Abb. 3.1). Dieses
Lichtsignal konnte mittels Luminometer detektiert werden und ist mit der Viabilitat zu

normalisieren.
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Bestimmung der Viabilitat

CF, <> Aminosauren [Gly-Phen]

o
Live cell HzN/\H/ OH
RNH o o= o AR Protease o
Live-Cell Substat NH vidble Zelle
H2N/\n/ NH o~ © CF, CF,

zellpermeabel
Fluoreszenz @

Live Cell
Protease hat

@Das Substrat Gly-Phen- keine Funktion

AFC diffundiert durch X = auflerhalb der
die Membran, sodass die * - | Zelle.
Live-Cell Protease in HoN o O HN )

intakten Zellen GF-AFC
spaltet.

Gly-Phen-7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin,
Profluorogen

7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin,
Fluorogen [Ex 400nm, Em 505nm]

Bestimmung der Apoptose
[e]

HoN
i NH 2 S N OH
ZDEVD” S /N OH . : 7%
/>_< ZDEVD + Y +ATP +0,
= s N

Z-DEVD-Aminoluciferin 6-Amino-D-Luciferin Luciferase (Caspase-
prolumineszentes Substrat
Glo-3/7-Reagenz)
katalysiert die
Lumineszenzreaktion.

Caspase-Glo-3/7-Reagenz
lysiert Zellen, sodass

aktive Caspase 3/7 frei d HN s N o
wird. Dies spaltet das LlCht - >_</ j[/
DEVD-Aminoluciferin. Lumineszenz N/ s

Oxyaminoluciferin

Die Lumineszenz ist dabei
proportional zur aktiven Caspase 3/7.

Abb. 3.1: Prinzip des ApoLive-Glo™ Multiplex Assays

Mittels einer Drei-Enyzm-Reaktion erfolgt eine Viabilitats- und Apoptose-Messung. Fiir die Viabilitatsbe-
stimmung wird das Live-Cell-Substrat mit der Live Cell Protease, die nur in intakten Zellen aktiv ist, zum
Fluorogen umgesetzt. Die Fluoreszenzmessung gibt Auskunft tiber die Anzahl an viablen Zellen. Auf diese
Messung folgt eine Apoptosebestimmung mit einer Umsetzung des prolumineszenten Substrats durch
Caspase 3 und 7. Die folgende Umsetzung durch UltraGlo Luciferase zu Oxyaminoluciferin generiert ein Lu-
mineszenzsignal, das gemessen wird. Die Aktivitdt der Caspase 3 und 7 ist proportional zur Apoptoserate
(modifiziert nach Promega, 2015).

Zur Bestimmung der Zellviabilitdit und Apoptose wurden 1x103 - 1x105 Zellen/Well in
lumineszenzfahigen weifde 96-Well Platten mit transparentem Boden ausgebracht. Nach
24 h erfolgte die Behandlung nach dem unten aufgefiihrten Behandlungsschema fiir 48 h
(Tab. 3.6). Im Anschluss an die Behandlung wurde das Medium abgenommen und durch
25 ul frisches Medium ersetzt. Anschliefend wurden 20 pl des Viabilitats-Reagenzes
(1 Teil Substrat, 200 Teile Assay Puffer, 599 Teile PBS) zu pipettiert und nach 30 min In-
kubation bei RT vermessen (400ex/505em). Im Folgenden wurde den Proben 25 pL des
Caspase-Glo® 3/7 Reagenzes zugefiigt und fiir 1 h bei RT inkubiert, um im Anschluss die
Caspase-Aktivitdt im Luminometer zu bestimmen. Um auszuschlief3en, dass die Autofluo-
reszenz einiger Zytostatika einen Einfluss auf die Viabilitats-Messung hatte, wurde eine

Validierung der Methode durchgefiihrt.
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Tab. 3.6: Behandlungsschema ApoLive-Glo™ Multiplex Assays

Insgesamt wurden Dreifach-Bestimmungen fiir jede Konzentration der unterschiedlichen Zytostatika bzw.
der Negativkontrolle durchgefiihrt. Die in schwarz aufgefiihrten Konzentrationen wurden fiir jede Apopto-
semessung verwendet. Zusatzlich wurden mit den grauen Konzentrationen einfache Viabilititsmessung zur
Bestimmung der ICso-Werte fiir Cisplatin, Etoposid und Topotecan durchgefiihrt.

Substanz Konzentrationen [uM]

P8-D6 0,01 00501 05 1 3 5 7 10 20 50 100
Cisplatin 1 10
Etoposid 1 10
Topotecan 1 10

Negativkontrolle (PBS)

Eine Langzeitstudie tiber 72 h zur Testung der optimalen Behandlungszeit von P8-D6
wurde zusatzlich mit dem ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay durchgefiihrt. Hierfiir wurden
Igrov-1 und SKOV-3 Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an P8-D6 [0,01 uM;
0,05 uM; 0,1 uM; 1 uM; 5 pM; 10 uM], Topotecan [5 pM] und PBS (Negativkontrolle) fiir
12 h; 24 h; 36 h; 48 h und 72 h behandelt. Die Messung der Viabilitdt und Apoptoserate
erfolgte wie bereits beschrieben.

Zur Berechnung der ICso-Werte wurde die Viabilitit der behandelten Zellen auf die unbe-
handelten Zellen (PBS) bezogen. Aus diesen prozentualen Werten konnten anschlief3end
mittels GraphPad Prism ICso-Kurven erstellt werden. Zur Auswertung der relativen
Caspase-Aktivitit wurden die Lumineszenzsignale mithilfe der Viabilitit normalisiert.
Anhand der ermittelten Caspase-Aktivitaten erfolgte eine one-way ANOVA-Testung zur

Bestimmung der Signifikanzen in der Differenz der verschiedenen Zytostatika.

3.2.3.2 Durchflusszytometrische Analyse nach Annexin V-PE/7-AAD-
Farbung

Die Durchflusszytometrie charakterisiert und unterscheidet Zellpopulationen beziiglich
ihrer physikalischen und biochemischen Eigenschaften. Durch hydrodynamische Fokus-
sierung (Hiillstrom) werden Partikel in einem Fluidstrom vereinzelt, sodass anschlief3end
im Lichtfokus eine Quantifizierung der Lichtstreuung an diesen Zellen sowie eine Fluo-
reszenzmessung der Markerstoffe erfolgen kann. Mit dieser Technik konnen grofie
Probenvolumina innerhalb kurzer Zeit auf Zellgrof3e (Vorwartsstreulicht (FS)), Granula-
ritat (Seitwartsstreulicht (SS)) und zelluldire Funktionen (Fluoreszenz-markierung)
untersucht werden.

In frith-apoptotischen Prozessen kommt es in Zellen zum Verlust der Plasmamembran-

Symmetrie und das Phosphatidylserin transloziert von der Innenseite der
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Plasmamembran auf die Auf3enseite. Proteine wie Annexin V, die in Anwesenheit von Ca2+

mit einer hohen Affinitdt an Phosphatidylserin binden, eignen sich somit zum Nachweis.

Annexin
v

@ @ L

= spate Apoptose

nnexin
& :

nnexin

Annexin
v

Annexin
v

@ 7-AAD Ann:xin Annexin V

Abb. 3.2: Prinzip der Fluoreszenzmarkierung mit Hilfe der Farbstoffe Annexin V-PE und 7AAD

Eine frith-apoptotische Zelle verliert im Vergleich zu der vitalen Zelle die Plasmamembran-Symmetrie, so-
dass Phosphatidylserin an die Aufdenseite externalisiert wird. Annexin V kann dann an der Zelle binden und
detektiert werden. Verliert die Zelle ihre Membranintegritat, kann 7-AAD in die Zelle penetrieren, an die
DNA binden und detektiert werden.

Die fortschreitende Apoptose fiihrt in einer spateren Phase zum Verlust der Membranin-
tegritat. 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) ist nur bei Verlust der Membranintegritat in der
Lage, in die Zelle zu diffundieren. Dort interkaliert 7-AAD spezifisch zwischen Guanin und
Cytosin in die DNA und verandert seine Fluoreszenzeigenschaften. Durch die Doppelfar-
bung mit Annexin V und 7-AAD kann zwischen viablen, frith-apoptotischen, spat-
apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden.

Flr die Analyse der Apoptoserate von P8-D6 in Ovarialkarzinomzellen mittels Durch-
flusszytometrie wurde zur Farbung das PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I von BD
Pharmingen™ verwendet. Die hier entwickelte Methode ist an das von BD mitgelieferte
Staining Protokoll angelehnt, wurde allerdings an die Zelleigenschaften angepasst.
Zunachst wurden die Zellen in transparente 6-Well Platten fiir 24 h ausgesat und fiir wei-
tere 48 h nach dem folgendem Behandlungsschema (Tab. 3.7) kultiviert.

Tab. 3.7: Behandlungsschema Durchflusszytometrie

Es erfolgten drei Einzelbestimmungen fiir jede Konzentration der unterschiedlichen Zytostatika bzw. der
Negativkontrolle.

P8-D6 0,01 0,1 1 3 5 10 20
Cisplatin 1 10
Etoposid 1 10
Topotecan 1 10

Negativkontrolle (PBS)
Positivkontrolle (DMSO)
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Nach der Behandlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 500 pl vorgewarm-
tem Trypsin/EDTA von der Oberflache geldst. Die Reaktion wurde mit frischem Medium
gestoppt und sowohl das Kulturmedium als auch die Zellsuspension wurden gesammelt,
so dass alle apoptotischen und toten losen Zellen mit analysiert werden konnten.

Die gesamte Zellsuspension wurde bei 250 g fiir 10 min bei RT zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Das Zellpellet wurde mit 100 pl des Binding-Mediums resuspendiert, in
ein Zytometer-Rohrchen tiberfiihrt und mit 2 pul Apoptose-Fluoreszenzfarbstoff Annexin
V-PE versetzt. Nach 10 min Inkubationszeit bei RT unter Lichtausschluss wurde den Pro-
ben 3 pl Avital-Farbstoff 7-AAD zugefiigt und weitere 5 min bei RT unter Lichtausschluss
inkubiert. Diese Reaktionen wurden mit 150 pl Binding-Medium gestoppt und die Réhr-
chen bis zur Vermessung auf Eis gelagert. Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte
innerhalb einer Stunde. Die Zytometer-Einstellung und das Setzen der Gate-Grenzen er-
folgten mit zwei unbehandelten Zellsuspensionen, in denen mit nur jeweils einem
Farbstoff angefarbt wurde (Tab. 3.8). Die quantitative Auswertung erfolgte mit dem Pro-
gramm Kaluza 1.2 uber Fluoreszenz-Dotplots (Annexin V-PE Fluoreszenz vs. 7-AAD

Fluoreszenz).

Tab. 3.8: Zytometer-Einstellungen

Zytometer Einstellungen:

Exzitation: blauer Laser, 488 nm

Detektion: FS Voltage: 130; Gain:2,0
SS Voltage: 121: Gain:7,5
FL2 (575 BP 30; Annexin V-PE) Voltage: 350: Gain:1,0
FL4 (695 BP 30; 7-AAD) Voltage: 525: Gain:1,0

Stopp-Kriterium: 10.000 Events

Spillover [%]:

FL2: 16,63

FL4: 1,0

Akquisitionszeit 300s

Laufzeit 300s

3.2.4 Co-Kultur

Zellen unterschiedlichen Ursprungs konnen untereinander kommunizieren und intera-
gieren. Dies diente als Grundlage, um eine Co-Kultur aus tumorassoziierten und nicht-
tumorassoziierten Zellen zu bilden. Mit diesem Modell wurde dann untersucht, ob diese

Symbiose die Apoptoserate der Tumorzellen, aber auch der nicht-tumorassoziierten
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Zellen beeinflusst. Bei der in dieser Arbeit entwickelten Co-Kultur handelt es sich um ein
System aus Fibroblasten und Ovarialkarzinomzellen (A2780), die in zwei Ebenen als Mo-
nolayer kultiviert wurde (Methode modifiziert nach Snow und Langdon, 2004; Xu et al,
2014). Am Boden der 12-Well Platte wurden die Fibroblasten ausgesat und auf einem In-
sert, das aus einer 0,4 um porigen Membran besteht, wuchsen die Ovarialkarzinomzellen

(Abb. 3.3).

€—Well (12 Well Platte)

€ ThinCert™cell culture insert
[0.4 pm Membran]

eesessese€ Ovarialkarzinomzellen
<€ Medium
= Fibroblasten

Abb. 3.3: Allgemeiner Aufbau der Co-Kultur

In einer 12-Well Platte wurden die Fibroblasten als Monolayer angesetzt. Mit Hilfe des ThinCert™ Inserts
wurden die Ovarialkarzinomzellen auf einer 0,4 um Membran ausgesat und kultiviert. Durch diese porige
Membran ist ein Austausch von Stoffwechselprodukten, aber kein Zellaustausch maglich.

Fiir diesen Versuch wurden die 4x10%4 A2780 Zellen/Insert (180 pul) und 4x104Fibroblas-
ten/Well (600 pl) ausgesat und fiir 24 h in RPMI Medium bei 37 °C inkubiert. Dabei wurde
in diesem Versuchsansatz nicht nur die Co-Kultur getestet, sondern auch die Co-Kultur
mit den Monokulturen verglichen. Dafiir wurden vier Wells/Inserts mit A2780 Zellen und
Fibroblasten, vier Wells nur mit Fibroblasten und weitere vier Inserts nur mit A2780 Zel-
len besat. Das gesamte Medium der Proben wurde vor der Behandlung abgenommen und
mit jeweils unterschiedlichem Zytostatika-haltigem Medium [10 uM P8-D6, 10 uM Etopo-
sid, 10 uM Topotecan oder Negativkontrolle] ersetzt und fiir 48 h bei 37 °C kultiviert. Zur
Messung der Viabilitat und Caspase-Aktivitat wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin von
der Oberfliche geldst, zusammen mit dem Uberstand in 2 ml Mikroreaktionsgefifien ge-
sammelt und bei 250 g fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet mit 25 pl frischem Medium resuspendiert. Zur Vermessung
wurde diese Zellsuspension dann in eine weifse 96-Well Platte mit transparentem Boden
tberfiihrt und nach 30 min Inkubationszeit bei RT mit dem Viabilitats-Reagenz des Apo-
Live-Glo™ Multiplex-Assays vermessen (400ex/505em). Die Vermessung der Caspase-
Messung erfolgte wie in Abschnitt 3.2.3.1 beschrieben nach 1 h Inkubation mit Caspase-
Reagenz bei RT im Luminometer. Zur Auswertung wurden die Caspase-Aktivititen der

Co-Kultur mit den Caspase-Aktivitaten der Monokulturen vergleichen.
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3.2.5 3D-Modell

Zur erfolgreichen Entwicklung vielversprechender Wirkstoffe werden zuverlassige und
stabile Testsysteme benotigt. Die heutzutage typischen in vitro Modelle basieren haufig
auf 2D-Monolayer-Systemen, in denen die Zellen auf einem festen Untergrund adhérieren
und vom umgebenden Medium gleichmaf3ig mit Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren
versorgt werden (Edmondson et al, 2014). In der in vivo Situation sind Gewebe jedoch
von anderen Zellen und extrazellularer Matrix umgeben. Auch die Zellmorphologie kann
in der 2D-Kultur verandert vorliegen, sodass es sogar zu Modifikationen der Genexpres-
sion und Proteinsynthese fiihren kann (Vergani et al, 2004; Pampaloni et al, 2007). In der
3D-Kultur konnen die Zellen vermehrt Zell-Zell- und Zell-ECM-Kontakte ausbilden, sodass
Aggregate oder kompakte Sphéroide entstehen. Diese imitieren die natiirliche Morpholo-
gie und das Verhalten vieler Zelltypen realistischer im Vergleich zur 2D-Kultur (Breslin
und O'Driscoll, 2016).

Auf Grund dieser verbesserten Aussagekraft wurden zusatzlich 3D-Kultur Experimente
durchgefiihrt, um die Situation in vivo besser nachzustellen. Bei der in dieser Arbeit ver-
wendeten 3D-Kultur wurden Aggregat-Konformationen und Sphédroide von
Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomzellen mit einer definierten Zellzahl (Tab. 3.9) in
konvex geformten Ultra Low Attachment Spharoid Platten mit normalen 2D-Medium her-
gestellt und fiir 96 h bei 37 °C kultiviert. Nach 96 h Entwicklungszeit besafsen die meisten
Aggregate und Spharoide einen Durchmesser von 400-600 pum. Zur Bestimmung der op-
timalen Zellzahl wurden fiir jede Zelllinie Vorexperimente durchgefiihrt. Nach der 96 h
Kultivierung erfolgte die Behandlung nach dem Schema Tab. 3.10 fiir 48 h. Zur Auswer-
tung wurden Testungen zur Zytotoxizitat, Viabilitit und Apoptose nach Behandlung mit

P8-D6, Topotecan und PBS (Negativkontrolle) durchgefiihrt (Methode Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Schematische Ubersicht der 3D-Methode

Die Krebszellen werden nach dem Auftauen als Monoschicht kultiviert. Mit der Aussaat in 96-Well Ultra
Low Attachment Sphéroid Platten bilden die Zellen selbststandig Aggregate, die Zell-Zell-Kontakte ausbil-
den. Es konformieren sich abhéngig der Zelllinie losere oder festere Agrregate bzw. Spharoide. Im zeitlichen
Verlauf werden alle 24 h mikroskopische Aufnahmen generiert. Nach 96 h beginnt die Behandlung mit P8-
D6, Topotecan und PBS. Zeitgleich werden die Aggregate/Sphéroide mittels CellToxTM Green Cytotoxicity
Assay auf Zytotoxizitat hin untersucht. Nach 48 h Behandlung erfolgen die Endpunktmessungen zu Viabili-
tat und Apoptose, sowie die Lebend-Tod-Farbung und die Rasterelektronenmikroskopie.

Tab. 3.9: Schema Zellzahl 3D

Zelllinie Zellzahl

A2780 200 Zellen/Well in 200 pl
SKOV-3 8.000 Zellen/Well in 200 pl
OvCar8 1.000 Zellen/Well in 200 pl
HEY 450 Zellen/Well in 200 pl
MCF-7 1.000 Zellen/Well in 200 pl
Sk-Br 3 1.000 Zellen/Well in 200 pl
UF-182 20.000 Zellen/Well in 200 pl

Tab. 3.10: Behandlungsschema 3D
Insgesamt wurden drei Bestimmungen fiir jede Konzentration der unterschiedlichen Zytostatika bzw. der
Negativkontrolle durchgefiihrt.

Substanz Konzentrationen [puM]
P8-D6 0,1 0,5 1 10
Topotecan 1 10

Negativkontrolle (PBS)
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3.2.5.1 Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitit wurde durch gleichzeitige Zugabe vom CellTox™ Cytotoxicity Assay
wahrend der Behandlung gemessen. Das CellTox™ Cytotoxicity Assay basiert auf einen
fluoreszenten DNA-Marker, welcher nicht membrangéngig ist. Bei Verlust der Membran-
integritat wird DNA freigesetzt, woran der Fluoreszenzfarbstoff binden kann (Abb. 3.5).
Dies flihrt zur Zunahme des Fluoreszenzsignals, welches bei 485ex/520em vermessen wer-

den kann.

CellToxTM Green

fuoreszenter DNA-Marker

Tote Zelle

Abb. 3.5: Prinzip des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays

Das Prinzip des CellTox™ Green Cytotoxicity Assay basiert auf der Messung zytotoxischer Effekte mittels
eines fluoreszenten DNA-Markers. Der Fluoreszenzfarbstoff ist nicht membrangéngig. Er bindet an die DNA
toter Zellen, die nach Verlust der Membranintegritat freigesetzt wird. Dies fithrt zu einer starken Zunahme
des Fluoreszenzsignals bei erhdhter Zytotoxizitat (modifiziert nach Promega, 2015).

3.2.5.2 Viabilitdts- und Apoptose-Assay

Im Anschluss an die 48 h Behandlung wurde die Viabilitdt und Apoptoserate bestimmt.
Hierfiir diente das RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability Assay zur Bestimmung der Vi-
abilitat und das Caspase-Glo® 3 /7 Assay zur Bestimmung der Apoptoserate. Dabei basiert
das RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability Assay auf der Umsetzung eines Substrats mit
der NanoLuc ™ Luciferase. Das Substrat Pro-Furimazin wird in der viablen Zelle zu Furi-
mazin reduziert und diffundiert ins Medium, wo es dann von der NanoLuc™ Luciferase
zu Furimamid umgesetzt werden kann. Bei dieser Reaktion wird ein Luminsezenzsignal
bei einer Wellenldnge von A = 460 nm emittiert und kann gemessen werden. Die Caspa-
semessung, welche bereits in Abschnitt 3.2.3.1 beschrieben wurde, produziert bei
Anwesenheit von Caspase 3 und 7 ebenso ein Lumineszenzsignal, das jedoch bei einer
Wellenldnge von A = 565 nm Licht emittiert. Mittels moderner lumineszenzfahiger Multi-
mode-Mikroplatten Reader, die spezielle optische Dichtefilter besitzen, konnen beide
Signale unabhéangig voneinander gemessen werden, was eine Kombination der beiden As-

says moglich macht (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Prinzip des RealTime-Glo™ Metabolic Cell Viability und des Caspase-Glo® 3/7 Assay

Das RealTime-GloTM Metabolic Cell Viability Assay enthalt das Substrat Pro-Furimazin, welches membran-
gangig ist und in der Zelle zu Furimazin reduziert wird. Anschliefdend wird Furimazin wieder aus der Zelle
heraustransportiert. Die dem Medium zugesetzte NanoLuc™ Luciferase kann dann in Beisein von Sauerstoff
die oxidative Umwandlung von Furimazin zu Furimamid katalysieren. Dabei emittiert es Lumineszenzsig-
nale bei A = 460 nm, detektierbar unter Zuhilfenahme des Blue 2 NB Filter ((A-Bereich: 400 - 500 nm). Auf
diese Messung folgt eine Umsetzung des prolumineszenten Substrats durch Caspase 3 und 7 und eine wei-
tere Umsetzung durch UltraGlo Luciferase zu Oxyaminoluciferin und einem Lumineszenzsignal. Die
Aktivitat der Caspase 3 und 7 ist proportional zur Apoptoserate. Das Lumineszenzsignal bei A = 565 nm
wird emittiert, welches mit Zuhilfenahme des Red NB Filter (A-Bereich: >580 nm) detektiert werden kann.
(modifiziert nach Promega, 2015).

Oxyaminoluciferin

Erweiternd zu diesen Messungen wurden Aussaaten und Behandlungen in transparenten
konvex geformten Ultra Low Attachment Platten durchgefiihrt. Diese dienten zur visuel-
len Kontrolle des Wachstums der Spharoide. Zusatzlich wurde in diesen Platten eine
Dreifachfarbung mit Propidiumiodid [10 pg/ml], Calcein [ImM] und Hoechst 33342
[0,001 %] durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 3 h wurden die Farbstoffe Propi-
diumiodid (303Ex/618Em), Calcein (493kx/516Em) und Hoechst 33342 (353kx/453Em) mit
Hilfe des NYONES vermessen. Propidiumiodid interkaliert mit der DNA, ist jedoch nicht
membrangangig, sodass es nur tote Zellen rot anfarbt. Das Calcein lasst viable Zellen griin
fluoreszieren, indem es durch Esterasen der intakten Zelle gespalten wird. Der membran-
permeable Bisbenzimid Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 dient als spezifischer
Farbstoff fiir den Zellkern, indem er sich an die kleine Furche der doppelstrangigen DNA
bindet. Mit Hilfe dieser dreifach-Fluoreszenzfarbung konnen alle Zellkerne angefarbt

werden und in viable und tote Zellen eingeteilt werden.
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3.2.5.3 Rasterelektronenmikroskopie

Zur weiteren Charakterisierung der 3D-Aggregate und -Spharoide wurden rasterelektro-
nenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Hierflir wurden die Spharoide und Aggregate
wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben kultiviert und fiir 48 h mit P8-D6 [1 uM] und Negativ-
kontrolle[PBS] behandelt. Anschlieflend erfolgte eine erste Fixierung der
Sphéaroide/Aggregate mit 2,5 % Glutaraldehyd [1 h RT] in der ULA Platte. Nach 3-maligem
Waschen mit Aqua bidest. erfolgte die zweite Fixierung mit 1 % Osmiumtetroxid [1,5h
RT]. Vor der Dehydrierung mittels Alkoholreihe [Entwasserung mit 25 %, 50 %, 75 %,
96 %, 2x100 % Ethanol fiir je 30min], wurden die Spharoide/Aggregate mit PBS gewa-
schen und in Mikroreaktionsgefafse tberfiihrt. Eine Lufttrocknung mittels
Hexamethyldisilazan wurde auf den Kohle-Stubs durchgefiihrt. Zur besseren Leitfahigkeit
wurden die Spharoide/Aggregate mit Gold beschichtet und anschlief3end mit dem Raster-

elektronenmikroskop vermessen.

3.2.6 Hepatotoxizitit

Flir die Messung der Hepatotoxizitiat wurden primare humane Hepatozyten verwendet.
Nach dem Auftauvorgang fiir Hepatozyten, der in Abschnitt 3.2.1 beschrieben wurde,
wurden fiir die weitere Untersuchung folgende Zellkonzentrationen in Collagen I-be-
schichtete Platten ausgesat und mit SAM Medium bei 37 °C, 5 % CO: fiir 3 h inkubiert:

96-Well Platten 1x105 Zellen/Well
24-Well Platten 3,25x105 Zellen/Well

AnschliefSend wurde das SAM Medium durch das Kulturmedium ausgetauscht und die
Zellen wurden nach dem folgenden Behandlungsschema (Tab. 3.11) fiir 48 h bei 37 °C be-
handelt. Nach 24 h und 48 h erfolgte eine mikroskopische Betrachtung der Zellen.

Tab. 3.11: Behandlungsschema Hepatotoxizitit

Insgesamt wurden drei Einzelbestimmungen fiir jede Konzentration der unterschiedlichen Zytostatika bzw.
der Negativkontrolle durchgefiihrt.

Substanz Konzentrationen [pM]

P8-D6 0,1 1 10
Etoposid 10 50
Doxorubicin 10 25

Negativkontrolle (PBS)

Zur Erfassung der Hepatotoxizitat wurden neben der mikroskopischen Begutachtung der

Zellen die Apoptoserate und Viabilitdat bestimmt, sowie der oxidative Stress in den Zellen
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ermittelt. Es wurden insgesamt drei verschiedene ex vivo Patientenzellen jeweils in drei-

fach-Bestimmung untersucht.

3.2.6.1 Apoptoserate in Hepatozyten

Die fiir die Viabilitdt und Caspase-Messung in 96-Well Platten ausgesaten Hepatozyten
wurden nach der Behandlung mit P8-D6, sowie Etoposid und Doxorubicin (Positiv-Kon-
trolle) und PBS (Negativ-Kontrolle) (Tab. 3.11) fiir 48 h inkubiert und anschlief3end
vermessen. Zu diesem Zwecke wurde das ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay der Firma Pro-
mega verwendet, welches bereits in Abschnitt 3.2.3.1 Anwendung fand und analog

verwendet wurde.

3.2.6.2 Oxidativer Stress in Hepatozyten

Oxidativer Stress ist ein Zustand, bei dem der Kérper mehr freie Radikale, wie Superoxid
(027), Hydroxylradikal (HO-) oder Wasserstoffperoxid (H202) produziert als abbaut. Diese
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen durch Atmung oder andere natiirliche Pro-
zesse, Antioxidantien dienen als Abwehr (Halliwell und Gutteridge, 2007).
Wasserstoffperoxid ist physiologisch wesentlich fiir die intrazellulare Signaltibertragung.
Wird es jedoch in ein Hydroxylradikal umgewandelt, kann dies die Struktur oder Funktion
einer Zelle irreversibel verandern und zum Zelltod fithren (Abb. 3.7) (Shimizu et al,
2012). Geringere ROS-Werte konnen zur nichtletalen Oxidation fithren und so mutagene
Effekte triggern, die das Fortschreiten der Onkogenese fordern (Woijtala et al, 2014;
Gomez-Lechon et al, 2010)

mitochondriale
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\ 02— 4ﬂliun-

WHZOZ peroxidase

HO |Hydroxyl-Radikal|

L N\

DNA-Schiden Membranlipid- o MDA
peroxidase (
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Abb. 3.7: Mechanismus des oxidativen Stresses in humanen Hepatozyten

Eine haufige Folge von oxidativem Stress ist haufig die Zellschddigung. Eine Quelle fiir die Produktion re-
aktiver Sauerstoffspezies (ROS) ist die mitochondriale NADPH / NADH-Oxidase. Wasserstoffperoxid
(H202) wird erzeugt und anschliefdend zu einem hochreaktiven Hydroxylradikal umgesetzt. Dies ist Auslo-
ser vieler Zellschadigungsmechanismen (modifiziert nach Shimizu et al, 2012). Beispielsweise werden die
Endprodukte der Lipidperoxidation (Malondialdehyd MDA und 4-Hydroxynonenal HNE) bei Zellschadi-
gung in den Disse'sche Raum abgegeben.
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Um den moglichen Schaden in Leberzellen nach Behandlung mit P8-D6 zu bewerten,
wurde der oxidative Stress in humanen Hepatozyten unter Verwendung des Fluoreszenz-
markers Dihydroethidium (DHE) zum Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies analysiert
(Woijtala et al, 2014). Zur Vorbereitung dieser Messung wurden schwarze, flache, trans-
parente 24-Well Platten mit Collagen I beschichtet und Hepatozyten ausgesat. Nach 3 h
Inkubation in SAM Medium und Austausch zu Kulturmedium wurden die Zellen nach dem
in Tab. 3.11 angegebenen Behandlungsschema therapiert. Der ROS Marker DHE wurde in
einer Konzentration von 50 puM 45,5 h nach der Behandlung den Proben zugefiigt. Die Flu-

oreszenzmessung erfolgte im Mikroplatten-Reader (500kx/580&m).

3.2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Aufgrund seiner chemischen Struktur besteht P8-D6 aus mehreren kondensierten Rin-
gen, die raumlich planar angeordnet sind und tiber ein konjugiertes m-Elektronensystem
und eine Aromatizitit verfiigen. Infolgedessen besitzt P8-D6 eine Autofluoreszenz
(462ex/530Em). Diese Eigenschaft wurden in der Fluoreszenzmikroskopie genutzt, um die
Lokalisation von P8-D6 in der Zelle zu bestimmen. Hierfiir wurden zwischen 1x10%-
2,0x10* Zellen/Well auf ein , Glas-4well-Chamber Slide“ gebracht und fiir 48 h bei 37 °C
inkubiert. Anschliefdend wurden die Zellen mit P8-D6 [500 uM, 100 uM, 10 pM] und PBS
(Negativkontrolle) fiir 30 min behandelt. Nach dem zweimaligen Waschen mit PBS wur-
den die Zellen mit 150 pl Aceton fiir 10 min bei RT fixiert. Nach dem erneuten Waschen
erfolgte die Anfarbung der Zellmembran mit CellTracker™ Deep Red Dye [5 uM] bei 37 °C
fir 15 min. Zuletzt erfolgte ein weiterer Waschschritt bevor der ,,Chamber” entfernt, der
Objekttrager getrocknet und die Zellen mit DAPI (Antifade (Vectashield), Counterstain
(0,5 ug/ml DAPI)) gedeckelt wurden. Die Aufnahme erfolgte liber eine dreifach-Auf-
nahme mit DAPI- (350Ex/470Em), FITC- (490Ex/525em) und Cy5- (649Ex/670em) -Filter mit
einem 63x Objektiv. Mit dem DAPI Filter konnte die DAPI-Farbung, die den Zellkern mar-
kiert, aufgenommen werden. Mit dem FITC Filter erfolgte die Aufnahme von P8-D6 tiber
seine Autofluoreszenz. Aufierdem konnte die Zellmembran durch den Farbstoff CellTra-
cker™ Deep Red Dye, einen Fluoreszenzfarbstoff, der ungehindert die Zellmembran
passieren und in der Zelle zu einem zellimpermeable Reaktionsprodukte umgewandelt

wird, markiert und tber den Cy5 Filter aufgenommen werden.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Proteinbestimmung

Fiir die Proteinbestimmung wurden die Zellen mit Trypsin abgel6st und anschliefdend bei
250 g fiir 10 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in einem Lysispuffer (Abschnitt
2.3) resuspendiert und bei 4 °C eine Stunde geschiittelt.

Nach zweiminiitiger Zentrifugation bei 2.000 g wurden die Uberstinde mit der von
SMITH et al. (1985) beschriebenen Bicinchoninsdure (BCA)-Methode vermessen.

Es wurde das BCA Protein Assay Kit der Firma Pierce gemaf3 Herstellerangaben verwen-
det. Um storende Einfliisse der Begleitstoffe zu vermeiden, wurden die Proben dabei
zunachst mit dem Compat-Able™ Kit der Firma Pierce gefallt. Das erhaltene Pellet wurde
anschlieffend mit 200 pl BCA-Reagenz versetzt und 30 min bei 37 °C auf dem Plattensha-
ker (100 rpm) inkubiert. Durch die anschlief3ende Lagerung bei 4 °C wurde die Reaktion
gestoppt und die Proben bei 562 nm photometrisch vermessen. Die Quantifizierung er-
folgte durch eine Kalibrierung mit Rinderserumalbumin. Die Methode basiert dabei auf
der alkalischen Reduktion von Cu?*zu Cu* durch Proteine, welche dann mit Bicinchonin-

saure (BCA) einen violetten Farbkomplex bildeten.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen wurde nach dem von (Laemmli, 1970) be-

schriebenen diskontinuierlichen Verfahren durchgefiihrt.

Die Proteinproben wurden zunachst mit Ladepuffer versetzt und zur vollstandigen Dena-
turierung fiir 6 min bei 95 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 2.000 g fiir 5 min wurden
die Proben (25 pg Gesamtprotein) und der Molekulargewichtsmarker (PageRuler™Plus
Prestained Protein Ladder) in einem Acrylamid-Gel (4 % Sammelgel/7,5 % Trenngel)
aufgetragen. Die Fokussierung im Sammelgel erfolgte bei 4-5V/cm fiir 20 min. Die an-
schlieffende Trennung nach Molekulargewicht erfolgte bei 6-7 V/cm fir 50 min. Im
Anschluss wurden die aufgetrennten Proteine mittels Western Blot zur Inmunodetektion

auf eine Tragermembran aufgebracht.

3.3.3 Western Blot Analyse

Nach erfolgter Auftrennung der Proteine durch die SDS-PAGE wurden diese auf eine

PVDF-Membran mittels Nassblotverfahren transferiert. Dieser zweistiindige Vorgang
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wurde in einer Elektrophoresekammer in Transferpuffer bei 90 V unter Kiihlung durch-
gefiihrt. Die verwendeten Puffer und Entwicklungsreagenzien sind in Abschnitt 2.3
beschrieben. Im Anschluss an das Blotting wurden die freien Bindungsstellen auf der
Membran mittels Blocking-Reagenz 1 h bei RT unspezifisch blockiert. Zur Immunodetek-
tion wurde diese Membran dann mit dem primar-Antikorper tber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die primar-Antikérper wurden dafiir mit dem Blocking-Reagenz versetzt, so-
dass folgende Verdiinnungen entstanden: Anti-Topo I 1:500, anti- 3- Actin 1:500, anti-
Hsp90 1:10000, Anti-Topo IT a/p 1:10.000. Nach dem anschliefenden Waschschritt in
Waschpuffer (3 x 5 min) wurde die Membran in IgGk BP-HRP-gekoppelten sekundar- An-
tikorper (1:2.000) fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach dem erneuten Waschen (3 x 5 min)
wurde die Proteine mit Hilfe eines ECL-Plus Western Blot Detektions System detektiert.
Die Visualisierung der Chemilumineszenz wurden in einer Dunkelkammer unter Zuhilfe-
nahme von Rontgenfilmen (Hyperfilms™ ECL) bei unterschiedlichen Expositionszeiten
sowie durch den ChemoStar Touch ECL and Fluorescence Imager durchgefiihrt. Die Quan-

tifizierung erfolgte tiber die Image] Software.

3.4 Tierexperimentelle Methoden

Ziel der Tierversuche war ein in vivo Nachweis der antitumoralen Effektivitat von P8-D6
im Ovarialkarzinom-Xenograft-Mausmodell im Vergleich zu Topotecan und PBS mittels
molekularem in vivo Imaging zu fithren. Dabei lag der Fokus dieser Untersuchung im Be-
reich der Pharmakodynamik, sowie der Untersuchung der Toxikologie.

Die Tierversuche erfolgten gemafd den Vorgaben des Tierschutzgesetzes und wurden
durch das Ministerium fiir Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisie-
rung des Landes Schleswig-Holstein genehmigt (Tierversuchsnr.: V 242-11613/2019
(33-3/19) intern 1170).

Fir den allgemeinen Versuchsaufbau wurde auf ein bereits 2007 etabliertes Modell zu-
riickgegriffen (Tierversuchsantrag: V 312-72241.121-10 (53-5/06)/Bauerschlag et al,
2010). Dennoch erfolgte nach der ersten Behandlungsstudie eine erneute Etablierung zur
Erfassung der optimalen zu applizierenden Zellzahl und des optimalen Therapiebeginns

bevor die zweite Behandlungsstudie durchgefiihrt wurde.

3.4.1 Versuchstiere

Flir die Versuche wurden weibliche SCID /beige-Mause der Firma Charles River mit einem

Korpergewicht von ca. 20 g nach ein- bis zweiwdchiger Eingew6hnungszeit im Alter von
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sieben bis acht Wochen verwendet. Die Tierhaltung erfolgte unter kontrollierten Auf3en-
bedingungen und regulierten Tag- und Nachtzyklen in den Raumen des MOIN CC und des
Tierhauses der CAU Kiel. Entkeimtes Trinkwasser sowie pelletiertes Trockenfutter stan-
den den Mdausen nach Belieben zur Verfiigung. Die Tiere standen wahrend gesamten
Versuchszeit unter tierarztlicher Kontrolle.

Bei Erreichen eines Abbruchkriteriums (Erreichen der kritischen Tumorgrofde, Verhal-
tensauffalligkeiten, Kachexie, gestraubtes Haarkleid, Ulzerationen, Abszesse) wurden die
Tiere aus der Studie genommen und die Euthanasie (zervikale Dislokation) durchgefiihrt.
Das Studienende wurde am Tag 90 bzw. Tag 70 nach Injektion der Tumorzellen erreicht.
An diesem Studienende wurde bei allen verbliebenen Tieren die Euthanasie durchgefiihrt.
Im Anschluss an die jeweilige zervikale Dislokation erfolgte die Sektion der toten Mause.

Hierbei wurden die Tumore flir weitere Untersuchungen entnommen.

3.4.2 Erste Behandlungsstudie

Fir die in vivo Ovarialkarzinom-Xenograft-Behandlungsstudie mit P8-D6, Topotecan und
PBS wurden 36 weibliche SCID /beige-Mause verwendet. Diesen Mausen wurden am Tu-
morzellen-Applikationstag (Tag 0) 5x106 SKOV-3luc Zellen intraperitonealen (i.p.)
appliziert (Abb. 3.8). Fir die Applikation der Tumorzellen wurden diese zuvor mit
Trypsin aus der T75-Flasche gelost und bei 250 g zentrifugiert. Danach wurden die Zellen
in PBS resuspendiert und mit der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Suspension wurde
dann auf die definierte Zell-Konzentration eingestellt und mittels Omnican40 Insulin-
spritzen i.p paramedian innerhalb von 1 h in das untere Bauchdrittel injiziert.

Die Messung des Tumorwachstums erfolgte erst vierzehntigig und bei Behandlungsbe-
ginn einmal wochentlich. Fiir die Vermessung der Tumorgroéfie mittels Biolumineszenz
wurden die Mause mit Fentanyl / Midazolam / Medetomidin narkotisiert (Dosierung
0,05 mg/kg KG; 5 mg/kg KG; 0,5 mg/kg KG) (Bauerschlag et al, 2010; Thal und Plesnila,
2007; Fleischmann et al,, 2016; Kirschner et al,, 2015). Wahrend der Narkose erfolgte die
Luciferingabe i.p. (150 mg/kg KG in 100 pl isotonischer Kochsalzl6sung). Innerhalb von
15 min wurden Aufnahmen mit dem NightOWL LB 983 der Firma Berthold angefertigt.
Dabei wurden als Einstellung Low Gain, Belichtungszeit 180 s und 1x1-Binning gewahlt.
Die Behandlung mit P8-D6, Topotecan und PBS begann an Tag 28. Hierfiir wurde das Kor-
pergewicht der Mause ermittelt und anhand dieses Parameters die Zytostatika-Dosis
eingestellt. Zweimal wochentlich fiir 8 Wochen sollten 12 Mause iv. mit 2 mg/kg KG
P8-D6, weitere 12 Mause mit je 2 mg/kg KG Topotecan und weitere 12 Mause mit PBS
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behandelt werden (Tab. 3.12). Die finale zervikale Dislokation sollte fiir alle Tiere an
Tag 90 stattfinden, solange diese bis dahin kein Abbruchkriterium erreicht hatten. Bei Er-
reichen der definierten Abbruchkriterien wurden diese Tiere direkt aus dem Versuch

genommen.

Tab. 3.12: Applikationsschema Behandlungsstudie

Versuch Gruppen (a 12 Mause) gesamt = 36
II 1 2 3 Anzahl
Topotecan .
Substanz P8-D6 (Referenz- Vehikel- je 12 Mause
Kontrolle
gruppe)
Dosierung (i.v.) | 2 mg/kg (16x) 2 mg/kg (16x) PBS (16x) alle Do(sPel;lsj)e S0 ul
Bel_landlung J:riz ﬁj’u[m‘/
élel’;DG 2mg/kg n=:i
VG: Topotecan 2mg/kg
KG: PBS
|Tumorwachstum| | Behandlung / Uberwachung |
L [ ] ' 1L ' 1 , 1L , 1L ' 1 ’ 1L ' 1L ' 1 ' >
|} ‘ L] * L] ‘ L] ‘ L] ‘ L] ‘ L] ‘ L] ‘ L] ‘
Tag 0 10%Jﬁlm" 35 42 47 56 63 70 77 84 ~90
1'v Euthanasie
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Abb. 3.8: Schema zur Behandlungsstudie des in vivo Ovarialkarzinom-Xenograft-Mausmodells

7-8 Wochen alte SCID /beige-Mause wurden i.p. 53106 SKOV-3 luc Zellen injiziert. Danach folgte eine Wachs-
tumskontrolle des Tumors durch in vivo Biolumineszenzmessung. Am Tag 28 begann die i.v. Behandlung
mit 2 mg/kg KG P8-D6, 2 mg/kg KG Topotecan oder PBS fiir 8 Wochen 2x wdchentlich.

3.4.3 Methodenvalidierung

Die erneute Etablierung der zu applizierenden Zellzahl und des Therapiebeginns wurde
mit fiinf weiblichen SCID/beige-Mausen durchgefiihrt. Fiinf Mausen wurden am Tumor-
zellen-Applikationstag (Tag 0) 1x106 SKOV-3luc Tumorzellen in 100 ul (PBS) ip.
appliziert (Abb. 3.9). Die Zellkultivierung und -zahlung und Applikation wurden analog zu
Abschnitt 3.4.2 durchgefiihrt.

Die Messung des Tumorwachstums erfolgte wochentlich mittels Ultraschalles und Lumi-
neszenzmessung. Aufierdem erfolgte alle 2 bis 3 Tage eine Untersuchung des
Allgemeinzustands der Tiere (Fellstruktur, Gewicht der Tiere etc.). Fiir die Ultraschall-
messung wurde das Gerat Vevo 770 der Firma FUJIFILM VisualSonics verwendet, welches

tiber Schallkopfe mit mechanischem Design verfiigt, bei denen ein Sender und Empfanger
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mit Frequenzen bis zu 70 MHz hin und her schwingt. Die Narkotisierung der Tiere erfolgte
mit Ketamin / Medetomidin (Dosierung 80 mg/kg; 0,5 mg/kg i.p. Applikation max. 125
ul) Fur die Ultraschallmessung wurde die untersuchte Hautstelle der Tiere enthaart. Bei
der Untersuchung wurden sowohl die Tumorgrofie als auch der 6dematdse Zustand der
umliegenden Gewebe und die Aszitesbildung beurteilt. Das Vorgehen der Lumineszenz-

messung wurde bereits in Abschnitt 3.4.2 detailliert beschrieben.

5 Miuse
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Abb. 3.9: Schema zur Etablierung des in vivo Ovarialkarzinom-Xenograft-Mausmodells
11 Wochen alten SCID /beige-Mausen wurden i.p. 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert. Danach folgte eine wo-
chentliche Wachstumskontrolle des Tumors durch in vivo Biolumineszenzmessung und Ultraschall.

3.4.4 Zweite Behandlungsstudie

Flr die in vivo Ovarialkarzinom-Xenograft-Behandlungsstudie mit P8-D6, Topotecan und
PBS wurden 24 weibliche SCID/beige-Mause verwendet. Diesen Mausen wurden am Tu-
morzellen-Applikationstag (Tag 0) 1x106 SKOV-3 luc Zellen i.p. appliziert (Abb. 3.10). Fiir
die Applikation der Tumorzellen wurde die Zellsuspension zuvor mit Trypsin aus der
T75-Flasche gelost und bei 250 g zentrifugiert. Danach wurde in PBS resuspendiert und
mit der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Suspension wurde auf die definierte Zell-Kon-
zentration eingestellt und mittels Omnican40 paramedian innerhalb von 1 h in das untere
Bauchdrittel i.p. injiziert.

Die Messung des Tumorwachstums erfolgte wochentlich ab Tag 7 mittels Ultraschalles
und Lumineszenzmessung. Aufierdem erfolgte alle 2 bis 3 Tage eine Untersuchung des
Allgemeinzustands der Tiere. Die Ultraschallmessung wurde dquivalent zur in Abschnitt
3.4.3 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Lumineszenzmessung
wurde in Abschnitt 3.4.2 beschrieben.

Die Behandlung mit P8-D6, Topotecan und PBS begann an Tag 8. Hierflir wurde das Kor-
pergewicht der Maduse ermittelt und anhand dieses Parameters die Zytostatika-Dosis
eingestellt. Zweimal wochentlich fiir 8 Wochen wurden 8 Mause i.v. mit 0,5 mg/kg KG P8-
D6, weitere 8 Mduse mit je 0,5 mg/kg KG Topotecan und weitere 8 Mause mit PBS behan-
delt (Tab. 3.13). An Tag 60 erfolgte die letzte i.v. Behandlung. Im Anschluss wurden die
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Tiere weitere 11 Tage beobachtet und untersucht, bevor die finale zervikale Dislokation
durchgefiihrt wurde. Bei Erreichen eines Abbruchkriteriums wurden diese Mduse mittels

zervikaler Dislokation aus der Studie genommen.

Tab. 3.13: Applikationsschema Behandlungsstudie

Versuch Gruppen (a 8 Mause) gesamt = 24
II 1 2 3 Anzahl
Topotecan Vehikel- . .
Substanz P8-D6 (Referenzgruppe) Kontrolle je 8 Mause
Dosierung (i.v.) | 0,5 mg/kg (16x) | 0,5 mg/kg (16x) PBS (16x) alle Do(;el;lsj)e S0 ul
< Behnndlu_ng oy Behandlung Je 8 Mduse/
- TumorgroRe [mm? x Lv. Gruppe
tlll‘n:::::;nzlnlensital[ph/s] }136(; PE.D6 U,Smg,"kg n =Zi
VG: Topotecan 0,5mg/kg
KG: PBS
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Abb. 3.10: Schema zur Behandlungsstudie des in vivo Ovarialkarzinom-Xenograft-Mausmodells

7-8 Wochen alten SCID /beige-Mausen wurden i.p. 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert. Danach folgte eine wo-
chentliche Wachstumskontrolle des Tumors durch in vivo Biolumineszenzmessung und Ultraschall. Am
Tag 8 begann die i.v. Behandlung mit 0,5 mg/kg KG P8-D6, 0,5 mg/kg KG Topotecan oder PBS fiir 8 Wochen
2x wochentlich.

3.4.5 Sektion der Versuchstiere

Nach der zervikalen Dislokation wurden die Mause fiir die Sektion in Riickenlage mit Na-
deln auf einer Unterlage fixiert und mit Ethanol das Fell befeuchtet. Zunachst erfolgte die
Inzision der Haut mit einem Skalpell vom Brustbein bis zum Schambein. Bei anfallendem
Aszites wurde dies zuerst mittels einer Spritze abgesaugt. Ein erneuter Schnitt durch die
Unterhaut ermoglichte die Praparation. Als erstes wurde der Tumor vorsichtig prapariert,
in isotonischer Kochsalzlésung schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Im Anschluss er-
folgte die detaillierte visuelle Untersuchung der Organe und Gewebe auf toxische
Verdanderungen. Hierbei lag der Fokus auf der Untersuchung der Leber, Nieren und Milz.
Der entnommene Tumor wurde nach Lagerung bei -80 °C zur weiteren Verarbeitung in

Paraffinblécken gelagert.
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3.4.6 Histologische Priparation

Die Tumore und die Gewebe (Pankreas, Leber, Milz), die zur Fixierung fiir die Langzeitla-
gerung zuerst fir 24h in 4% gepuffertes Formalin gegeben wurden, kamen zur
Entwdasserung in eine Alkoholreihe mit aufsteigender Konzentration im Institut flir Pa-
thologie (UKSH). Die Einbettung in Paraffin und das Aufblocken erfolgte ebenfalls im
Institut fiir Pathologie. Nach der Kiihlphase erfolgte das Schneiden der Paraffinblocke mit-
tels Mikrotoms in einer Schichtdicke von 3 pm. Die Prdaparate wurden nach dem
Schneiden im Wasserbad geglattet und dann auf die Objekttrager aufgezogen. Im An-
schluss wurden sie iiber Nacht im Inkubator bei 37°C getrocknet. Zur HE Farbung wurden
die Objekttrager zunachst mit Xylol vom iibrigen Paraffin entfernt und mit absteigender
Alkoholreihe wieder rehydriert.

Fir die Anfarbung des Zellkerns wurde die Probe erst fiir 3 min in Hamatoxylinlésung
und anschliefdend fiir 2 s in 0,1 %-ige wassrige Salzsdure gegeben. Anschliefiend erfolgte
ein Waschschritt unter fliefendem Leitungswasser fiir 3-5 min. Fiir die rosa Bindege-
websfarbung wurde das Prdparat in 0,1 %-iger wassriger Eosinlésung gelagert und
erneut unter fliefendem Leitungswasser fiir 30 s gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine
weitere Entwasserung des Praparats mit unterschiedlichen Konzentrationen an Alkohol
[70 % - 70% - 96 % - 96 % - 100 % - 100 %] fiir jeweils 1 min, ein zweifacher Wasch-
schritt mit Xylol fiir 5 min und das Eindeckeln in Entellan.

Die nicht HE gefarbten Schnitte wurden dehydriert und anschlief3end mittels Farbeauto-
maten und folgenden Antikorpern angefarbt: Cleaved Caspase-3 (Asp175) (5A1E) Rabbit
mAb #9664; Ki-67, Rabbit mAb # RM-9106-S.

3.5 Datenanalyse

Alle experimentellen Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung (SD) oder Stan-
dardfehler (SEM) angegeben.

Die statistischen Analysen erfolgten unter Verwendung der Software Graph Pad Prism
V8.4 (GraphPad Software Inc.). Zur Berechnung der statistischen Signifikanz von Diffe-
renzen wurde die one-way ANOVA Testung durchgefiihrt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit

von weniger als 5 % wurde als signifikant angesehen.
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4. ERGEBNISSE

4.1 P8-D6: Entitatsiibergreifender antitumoraler Effekt
Mit Hilfe der in Abschnitt 1.5.2 beschriebenen Synthese gelang es MEIER (2014) P8-D6

synthetisch herzustellen. In der Arbeit wurden zusatzlich physikochemische Eigenschaf-
ten und die Photostabilitdt von P8-D6 weiter untersucht. Aufgrund guter Resultate dieser
Untersuchungen wurde das National Cancer Institut beauftragt fiir P8-D6 Zytotoxizitats-
Screenings durchzufiihren. In diesem NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screenings
wurde die Wirkung von P8-D6 erst in einem sogenannten ,,one dose assay“ [10 uM] und
weiter zweifach in einem ,five dose assay“ an 60 humanen Tumorzelllinien unterschied-
licher Entititen untersucht. Anhand dieser Ergebnisse konnte dann der Glso-Wert
(growth inhibition 50 %), TGI-Wert (total growth inhibition) und der LCso-Wert (lethal
concentration 50 %) fiir alle getesteten Zelllinien bestimmt werden. Zusatzlich wurde der

GIso-Werte von P8-D6 mit Referenzsubstanzen verglichen.
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Abb.4.1: antiproliferative Aktivitiat von P8-D6 im NCI-60-Screening

Proliferationshemmung von P8-D6 im NCI-60 DTP Human Tumor Cell Line Screening - five dose assay unter
Verwendung dreier Parameter (wachstumshemmende Wirkung, Glso; zytostatische Wirkung, TGI; zytoto-
xische Wirkung, LC50; Konzentration in M). Die Farben reprasentieren die Aktivitit auf der angegebenen
kontinuierlichen Farbskala basierend auf log 10-transformierten Werten.

Die Abb.4.1 veranschaulicht das zytotoxische Potential von P8-D6. Umso kleiner der loga-
rithmische Wert (kontinuierliche Farbskala), desto hoher ist die zytotoxische Wirkung
von P8-D6 auf die Zellen. Dabei ist zusehen, dass P8-D6 bei geringen Konzentrationen in
Leukdmie- und NSCL-Zellen bereits stark zytotoxisch wirkt. Doch P8-D6 besitzt auch im
Ovarialkarzinom im Vergleich zu anderen Chemotherapeutika wie Topotecan, Etoposid,
Doxorubicin, Intoplicin oder Cisplatin mit 0,12 pM einen relativ geringen Glso-Wert (Tab.

4.1).
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Tab. 4.1: NCI-60 screening Daten der DTP-NCI Datenbank

NCI-60 screening data set von 08/2018: Mittelwert der wachstumshemmenden Konzentration 50% (GlIso)
aller 60 getesteten Krebszelllinien und Glso aller getesteten Zelllinien eines Tumortyps (Ovarialkarzinom
und Mammakarzinom) fiir die Topoisomerase-Inhibitoren Topotecan, Etoposid, Doxorubicin, P8-D6 und
Intoplicin, sowie das Alkylanz Cisplatin.

Zytostatika Glso Glso
¢ Z Glsozeo Ovarig:lgrzinom Mamn?ak?zinom
Topoisomerase I Inhibitor
Topotecan 0,04 uM 0,23 uM 0,07 uM
Topoisomerase II Inhibitor
Etoposid 6,77 uM 33,23 uM 1,39 uM
Doxorubicin 0,14 pM 0,40 pM 0,13 uM
Dualer Topoisomerase I/II Inhibitor
P8-D6 0,05 pM 0,12 uM 0,13 pM
Intoplicin 0,55 uM 0,67 uM 0,58 uM
Alkylanz
Cisplatin 15,25 uM 15,66 uM 23,55 uM

Dies ist ein Nachweis liber die entitdtsiibergreifende antitumorale Wirksamkeit P8-D6

durch eine externe Organisation.

4.2 Wirkort: DNA und Topoisomerasen

Durch die Bestatigung des Wirkmechanismus von P8-D6 durch die Gruppe von Prof.
Marko (Aichinger et al, 2020) konnte aufgeklart werden, dass P8-D6 als dualer Topo- In-
hibitor das Enzym-DNA-Intermediar stabilisiert. Ein Topoisomerase-Inhibitor kann
jedoch nur dann seine Wirkung entfalten, solange dieser die Eigenschaft besitzt die Zell-
kernmembran zu passieren, da in einer intakten Zelle die Entspiralisierung der DNA
durch Topoisomerasen im Zellkern passiert. Nun stellte sich die Frage, ob P8-D6 in Ova-
rialkarzinom und Mammakarzinomzellen durch Diffusion oder Transportmechanismen
seinen erwiinschten Wirkort erreichen kann.

Mittels der Fluoreszenzmikroskopie erfolgte ein bildbasierter Nachweis, indem sowohl
das autofluoreszierende P8-D6 als auch der mit DAPI angefarbte Zellkern und die mit Cell
Tracker Deep Red™ angefarbte Zellmembran detektiert wurden. Als Negativkontrolle
diente PBS (Methode: Abschnitt 3.2.7). In den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
von Abb.4.2 sind die Zelllinien A2780 und OvCar8 als Ovarialkarzinomzellen und MCF-7
und Sk-Br3 als Mammakarzinomzellen untersucht worden. Die alleinige Anfarbung des
Zellkerns mit DAPI und die zuvor durchgefiihrte Behandlung mit PBS (Negativkontrolle)
und P8-D6 in OvCar8 Zellen veranschaulichen deutlich die Autofluoreszenz-Eigenschaf-
ten von P8-D6 in griin. Aufderdem kann anhand dieser Aufnahme bereits erkannt werden,

dass P8-D6 nach Behandlung und Inkubation im Zellkern lokalisiert ist (Abb.4.2A).
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A OVC3F8 ohne Membranfiarbung

P8-D6 100 uM

BA2780 CovcCars
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Abb.4.2: Detektion der Penetration in den Zellkern via Fluoreszenzmikroskopie

Adharente Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomzellen wurden nach 30 min Behandlung mit PBS und P8-
D6 [10 uM, 100 uM, 500 uM] mit Aceton fixiert. Anschliefdend wurden sie mit A: DAPI oder B, C, D, E: Cell-
Tracker™ Deep Red Dye und DAPI angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Die restlichen Aufnahmen zeigen den Vergleich zwischen der Negativkontrolle (PBS) und
den P8-D6 [10 uM, 100 uM, 500 puM]-Behandlungen nach anschlief3ender Zellkern- und
Zellmembranfarbung. Dabei fallt auf, dass bereits bei einer Konzentration von 10 uM P8-
D6 in allen getesteten Zelllinien ein deutliches griines Fluoreszenzsignal in der Zellkern-
region zu detektieren war (Abb.4.2B-E). Diese Erkenntnis korreliert mit der Annahme,
dass P8-D6 seinen Wirkort in der Zelle erreicht und so seine komplette Wirkung entfalten
kann. Zusatzlich konnte anhand der Western Blot Untersuchungen zur Findung eines Bi-
omarkers (Abb.4.51) nachgewiesen werden, dass alle untersuchten Ovarialkarzinom-
und Mammakarzinomzellen Topo I, Topo II o und Topo II B exprimieren. Diese waren

somit eine Bestatigung dafiir, dass das P8-D6 Target in allen Zellen vorhanden war.
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4.3 Abschatzung des Nebenwirkungspotentials

4.3.1 Effekte auf nicht-tumorassoziierte Zellen

Das Ziel der Chemotherapie ist die vollstandige und andauernde Eliminierung aller ma-
ligner Tumorzellen mit moglichst geringer Beeintrachtigung der gesunden Zellen, um das
Nebenwirkungspotential gering zu halten. Das Nebenwirkungspotential tragt wesentlich
zum Therapieerfolg bei, da es eng mit der Compliance und der Lebensqualitat vernetzt ist.
Aus diesem Grund wurde P8-D6 sowohl an nicht-tumorassoziierte humane ovariale Ober-
flaichenepithelzellen (HOSE) als auch an Fibroblasten getestet. Die mikroskopischen
Aufnahmen diagnostizieren, dass die Behandlung von P8-D6 auf HOSE-Zellen sowohl ei-
nen geringen Effekt auf die Morphologie der Zellen als auch auf das Wachstumsverhalten
der Zelle hat (Abb.4.3 A, B). Hierfiir wurden die Konzentrationen Cisplatin [1 uM], Etopo-
sid [1 uM], Topotecan [1 uM] und P8-D6 [1 uM, 10 uM] fiir die Behandlung verwendet
(Methode: Abschnitt 3.2.2). Das dquivalente Schema wurde auch fiir Fibroblasten ge-
wahlt. Fiir diese nicht-tumorassoziierten Zellen konnte ein recht dhnliches Bild generiert
werden (Abb.4.3 C, D). Die Beeintrachtigung nach 24 h ist fiir beide Konzentrationen
[1 uM und 10 pM] mikroskopisch nicht detektierbar. Nach 48 h ist fiir die HOSE Zellen
eine leichte Wachstumshemmung (Reduktion um ~25 %) erkennbar, die aber vergleich-
bar mit Topotecan (Reduktion um ~20 %) ist. Fur die Fibroblasten ist nach 48 h eine
leicht erh6hte Zytotoxizitat im Vergleich zu den Referenzen sichtbar.

A‘?H:OS ___24h B HOSE 48h

N
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Abb.4.3: Mikr. Aufnahmen von nicht-tumorassoziierten Zellen nach Behandlung

Adharente nicht-tumorassoziierte Ovarialzellen und Fibroblasten wurden nach der Aussaat fiir 24 h und
48 h mit P8-D6 [1 uM, 10 uM] und Cisplatin-, Etoposid-, Topotecan- [1 pM] und PBS-Kontrollen behandelt.
AnschliefRend wurden visuell der proliferationshemmende Effekt und morphologische Veranderungen be-
urteilt. A: HOSE 24 h, B: HOSE 48 h, C: Fibroblasten 24 h, D: Fibroblasten 48 h

Zudem wurde die Apoptoserate nach der 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 puM,
1 uM, 10 uM], Cisplatin [1 uM, 10 uM], Etoposid [1 uM, 10 uM] und Topotecan [1 uM,
10 uM] und PBS (Negativkontrolle) ermittelt (Methode: Abschnitt 3.2.3.1). Hierbei konnte
gezeigt werden, dass es in diesen Zellen kaum zu signifikanter Beeintrachtigung der
Zellintegritiat kommt. Die HOSE Zellen zeigen bei der Viabilitdts-Untersuchung zytostati-
katibergreifend ein konstantes Signal. Fibroblasten sind bei der Testung der Viabilitat
durch die 10 uM P8-D6 Behandlung sichtbar beeintrachtigt (Abb.4.4 A, B). Fiir 1 uM und
geringere Konzentrationen P8-D6 ist kein Effekt zu verzeichnen. Die relative Apoptose-
rate in HOSE Zellen nach Behandlung mit 1 uM P8-D6 Wirkstofflésung hatte selbst im
Vergleich zur Negativkontrolle keinen signifikanten Einfluss auf die gesunden Ovarialzel-
len. Die hohere Dosis von 10 puM P8-D6 ist vergleichbar zu den Standardtherapeutika
(Abb.4.4 C, D). Die Fibroblasten zeigen hingegen fiir beide Vergleichskonzentrationen
[1 pM, 10 uM] eine signifikant hohere Apoptoserate gegentiber der Negativkontrolle und
der Referenzen. Der ICso-Wert, bemessen an der Viabilitat, konnte in dem detektierten
Bereich zwischen 0,01 pM und 100 pM fiir HOSE Zellen nicht detektiert werden. Der ICso-
Wert definiert die mittlere inhibitorische Konzentration 50 %, also die Wirkstoffkonzent-

ration, bei der 50 % viable und 50 % tote Zellen vorliegen.
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A Viabilitdt von HOSE B Vlabllltat von Fibroblasten (Petroit 51)
[ApoLive-Glo™ Multiplex Assay] [ApoLive-Glo™ Multiplex Assay]
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Abb.4.4: Viabilitidt und Apoptoseinduktion (ApoLive-Glo™) in nicht-tumorassoziierten Zellen

Nach 48 h Behandlung der HOSE Zellen und Fibroblasten mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 pM] Cisplatin
[1uM, 10 uM], Etoposid [1 pM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 pM] und PBS wurden die Viabilitdt und
Caspase 3/7-Aktivitit mittels Emissionsspektroskopie in den Zellen gemessen. (HOSE: n=2 + SD; Fibroblas-
ten n=1 + SD one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)). A: Viabilitat HOSE,
B: Viabilitat Fibroblasten, C: Apoptose HOSE, D: Apoptose Fibroblasten

4.3.2 Hepatotoxizitit

Hepatotoxizitat ist eine intensive Schadigung von Leberzellen, die z.B. durch bestimmte
Arzneimittel verursacht wird. Es handelt sich dabei um eine unerwiinschte Arzneimittel-
wirkung, die selten, aber schwerwiegend verlaufen kann (Berger und Mertelsmann,
2017). Es ist lange bekannt, dass unterschiedliche Krebstherapeutika Veranderung der
Leberfunktion und Leberschdadigungen hervorrufen konnen. Auch fiir Topo II-Inhibitoren,
wie Doxorubicin und dosisabhingig Etoposid konnte eine hepatotoxische Wirkung nach-
gewiesen werden (King und Perry, 2001). Der fiir diese Arbeit wesentlichste Grund fiir
die Untersuchung der Hepatotoxizitat von P8-D6 war jedoch, dass in klinischen Studien
bei dualen Topo-Inhibitoren wie Intoplicin oder Pyrazoloacridin starke unerwiinschte
Nebenwirkungen wie Hepatotoxizitit auftraten, weshalb keine Zulassung erfolgte (Grem
et al, 1996; van Gijn et al,, 1999). Der Fokus dieser Untersuchungen lag im Nachweis von
oxidativem Stress und der Apoptoserate nach 48 h nach der P8-D6 Behandlung. Anhand

der mikroskopischen Aufnahmen, der oxidativen Stressmessung mittels
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Dihydroethidium (reaktive Sauerstoffspezies Marker) und der Apoptosemessung sollten
Veranderung im Vergleich zu PBS oder Doxorubicin detektiert werden (Methode: Ab-
schnitt 3.2.6).

Die mikroskopischen Aufnahmen der primaren humanen Hepatozyten nach 48 h Behand-
lung zeigen fiir die PBS Gruppe einen soliden annahernd 100 % konfluenten Monolayer.
Primare Hepatozyten sind allgemein relativ stresssensibel. Leichte Beeintrachtigungen
konnen direkt zur Abnahme der Konfluenz oder zur Produktion von Absonderungspro-
dukten fithren (Olander et al, 2018). Beim Vergleich der 10 uM P8-D6 behandelten
Hepatozyten mit den Zellen, die mit PBS oder Doxorubicin behandelt wurden, ist wie auch
bei der PBS Gruppe eine nahezu 100 %ige Konfluenz mit wenig Sekretbildung zu erken-
nen. Hingegen sind die Zellen, die mit 10 pM Doxorubicin behandelt wurden,
beeintrachtigt. Diese Zellen zeigen eine Abnahme der Konfluenz und deutliche Produktion
von Absonderungsprodukten (Abb.4.5, detaillierte Aufzeichnung Anhang Abb. I). Diese
Aufnahmen visualisieren somit die Verdnderungen der Zellen nach unterschiedlicher Be-
handlung.

Hepatozyten 48 h

g A o, ! [» 7 o e

Abb.4.5: Mikr. Aufnahmen von primiaren humanen Hepatozyten nach Behandlung

Adhédrente primédre humane Hepatozyten wurden nach der Aussaat 48 h mit P8-D6 [10 uM], Doxorubicin
[10 uM] und PBS-Kontrolle behandelt. Anschliefdend wurde visuell begutachtet, ob die Zellen durch die Be-
handlung Stress ausgesetzt waren und wie sich dabei die Konfluenz verdndert hat.

Zusatzlich zu den mikroskopischen Aufnahmen wurde das oxidative Stresspotential von
P8-D6 [10 uM], Doxorubicin [10 pM] und PBS behandelten Zellen vermessen. Das oxida-
tive Stressniveau von P8-D6 behandelten Zellen weist keinen signifikanten Unterschied
zu den PBS behandelten Zellen auf (Abb.4.6). Im Unterschied dazu konnte bei den mit
Doxorubicin behandelten Zellen ein deutliches und signifikant hoheres Signal (p < 0,001)
detektiert werden. Dieses demonstriert, dass P8-D6 in humanen primaren Hepatozyten

keinen oxidativen Stress induziert.
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Abb.4.6: Oxidatives Stresspotential in humanen primaren Hepatozyten
Adharente primare humane Hepatozyten wurden nach der Aussaat 48 h mit P8-D6 [10 uM], Doxorubicin

[10 uM] und PBS-Kontrolle behandelt. Anschliefdend wurde der oxidative Stress der Zellen gemessen (+ SD,
one-way ANOVA, * (p <0,05), **** (p < 0,001)).

Weiterhin wurde auch die induzierte Apoptoserate der primar, humanen Hepatozyten
nach Behandlung bestimmt. Ahnlich zu den oxidativen Stress-Ergebnissen erzeugt P8-D6
kein signifikant hoheres Apoptose-Signal im Vergleich zu PBS (Abb.4.7). Eine Doxorubi-
cin-Behandlung bewirkt hingegen in Hepatozyten eine signifikant hdhere
Apoptoseinduktion im Vergleich zu P8-D6. Somit beeintrachtigt P8-D6 die Zellintegritat
von humanen nicht-tumor-assoziierten Hepatozyten nur geringfligig und zeigt damit in
vitro keine hepatotoxischen Effekte.

Apoptoserate von Hepatozyten
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Abb.4.7: Apoptoseinduktion (ApoLive-Glo™) in humanen Hepatozyten

Adhiarente primadre humane Hepatozyten wurden nach der Aussaat 48 h mit P8-D6 [10 uM], Doxorubicin
[10 uM] und PBS-Kontrolle behandelt. AnschliefRend wurde die Viabilitdt und Apoptoserate bestimmt (+ SD,
one-way ANOVA, * (p <0,05), **** (p < 0,001)).

relative Caspaseaktivitit
(Lumineszenz [RLU])
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4.4 Zielgewebe: gynikologische Tumore

Zur weiteren Charakterisierung des zytotoxischen Potentials des Wirkstoffs P8-D6 wur-
den weitere in vitro-Untersuchungen an unterschiedlichen Ovarial- und
Mammakarzinomzelllinien und im translationalen Ansatz an ex vivo-Primarkulturen
durchgefiihrt. Zur Ermittlung unterschiedlicher Parameter des antitumoralen Potentials
der getesteten Vergleichszytostatika und P8-D6 wurden die in Abschnitt 3.2.2 und Ab-
schnitt 3.2.3 beschriebenen Methoden verwendet. Die fiir diese Untersuchungen

verwendeten Zellen wurden in Abschnitt 3.2.1 im Detail vorgestellt.

4.4.1 2D-Kultur

4.4.1.1 Ovarialkarzinom-Zelllinien

Um den zytotoxischen Einfluss und die Sensibilitdt von P8-D6 auf die Ovarialkarzinom-
zellen zu untersuchen, wurden die verwendeten Zellen A2780, Igrov-1, HEY, SKOV-3,
SKOV-3 luc und OvCar8 nach 24 h und 48 h Behandlung mit PBS, P8-D6, Cisplatin, Etopo-
sid und Topotecan mikroskopisch begutachtet. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen
kann der proliferationshemmende Effekt dieser Zytostatika im Vergleich zur Negativkon-
trolle (PBS) abgeschdatzt werden (Abb.4.8). Dabei wurden morphologische
Veranderungen sowie Unterschiede in der Konfluenz zur Beurteilung herangezogen. In
allen Zelllinien konnte in der PBS-Kontrolle ein relativ (~90 %) konfluenter Monolayer
registriert werden. Die Cisplatin- und Etoposid-Kontrolle zeigen eine Konfluenz von etwa
60 %-70 %. Der Effekt von Topotecan auf diese Zelllinien war unterschiedlich. In A2780-
SKOV-3 und SKOV-3 luc Zellen lag die Konfluenz nach Behandlung bei etwa 60 %, hinge-
gen betrug die Konfluenz in Igrov-1-, HEY- und OvCar8-Zellen zwischen 30 %-40 %. Im
Vergleich dazu betrug die Konfluenz der Proben, die mit 1 uM P8-D6 behandelt wurden,
< 20 % und es waren vermehrt kugelformige, tote Zellen zu beobachten. Auch eine Kon-
zentration von 0,1 uM P8-D6 bewirkte einen solchen proliferationshemmenden Effekt mit
einer Konfluenz von ~20 % in Igrov-1, OvCar8, SKOV-3, HEY und A2780 Zellen, jedoch
eine Konfluenz von ~65 % in SKOV-3 luc Zellen. Fiir die 1 uM P8-D6 behandelten Zellen
konnte eine deutliche Reduktion der adharenten Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollen
gezeigt werden. Visuell ist die Konfluenz von 0,1 uM P8-D6 gleich oder geringer als die
der 1 uM Referenz-Kontrollen. Daran lasst sich eine um den Faktor 10 hohere Effektivitat

von P8-D6 auf Tumorzellen erahnen.
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Abb.4.8: Mikr. Aufnahmen von Ovarialkarzinomzelllinien nach Behandlung
Adharente Ovarialkarzinomzellen wurden nach der Aussaat fiir 24 h bzw. 48 h mit P8-D6 [0,1 uM, 1 uM],
Cisplatin-, Etoposid-, Topotecan- [1 pM] und PBS-Kontrolle behandelt. Anschlieffend wurden visuell das

Wachstumsverhalten und die Zellmorphologie beurteilt. A: A2780, B: Igrov-1, C: HEY, D: SKOV-3, E: OvCars8,
F: SKOV-3 luc
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Wichtige Merkmale fiir die Effektivitdt eines Zytostatikums sind die Viabilitat bzw. Zyto-
toxizitat und die Induktion der Apoptose. Je mehr programmierter Zelltod in Tumorzellen
induziert wird, umso erfolgreicher ist die Krebsbehandlung mit diesem Wirkstoff. Die
Wirkung ist dabei von mehreren Faktoren abhangig. Sowohl die Inkubationszeit als auch
die Behandlungskonzentration sind dabei entscheidend. Zur Festlegung der optimalen
Behandlungszeit von P8-D6 in Ovarialkarzinomzellen wurde eine Zeitverlaufsstudie zur
Apoptoseinduktion durchgefiihrt. Hierfiir wurden die ausgesaten Igrov-1 und SKOV-3
Zellen fiir 12 h, 24 h, 36 h, 48 hund 72 h mit P8-D6 [0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 1 uM, 5 uM
und 10 pM], PBS oder Topotecan [5 puM] behandelt. Nach der jeweiligen Behandlungs-
dauer wurden eine Viabilitat- und Apoptosemessung nach der in Abschnitt 3.2.3.1
beschriebenen Methode durchgefiihrt und die Zellen hinsichtlich ihrer apoptotischen Po-
pulation verglichen. Anhand der Kurvenverldufe in Abb.4.9 zeigte sich, dass sich fiir die
P8-D6 Behandlung nach 48 h ein Plateau einstellt. Der Behandlungserfolg von 48 h besaf3
im Vergleich zu 36 h einen deutlichen Mehrnutzen, jedoch konnte zwischen 48 hund 72 h
kaum ein weiterer Anstieg der Apoptose detektiert werden. Aus diesem Grund wurde fiir

die weitere in vitro-Testung eine Behandlungsdauer von 48 h gewahlt.

A Zeitverlaufsstudie Apoptoserate

Zeitverlaufsstudie Apoptoserate
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Abb.4.9: Zeitverlaufs-Behandlungsstudie von P8-D6 in Ovarialkarzinomzellen
Ovarialkarzinomzellen wurden ausgesat und anschliefdend fiir 12 h, 24 h, 36 h, 48 h und 72 h mit P8-D6
[0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 puM, 1 uM, 5 uM, 10 uM], PBS oder Topotecan [5 uM] behandelt. Die Vermessung der
Viabilitat erfolgte iiber Fluoreszenz- und der Caspaseaktivitit {iber Lumineszenzsignale mit dem ApoLive-
Glo™ Multiplex-Assay (n = 3, MW ). A: Igrov-1, B: SKOV-3:

Aufserdem wurde liberpriift, ob die Autofluoreszenz von P8-D6 einen Einfluss auf die Vi-
abilitaitsmessung mittels Fluoreszenz hatte. Die Abb.4.10 zeigt deutlich, dass sich bei der
gemessenen Wellenldnge von 400ex/505em keine detektierbarer Unterschiede in der Flu-
oreszenz zwischen PBS im Medium und P8-D6 im Medium ergab. Somit eignet sich die in

Abschnitt 3.2.3.1 beschriebene Methode zur Messung der Viabilitit von P8-D6
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behandelten Zellen. Ein grofder Vorteil dieser Methode ist die Messung der Viabilitat mit-

tels Fluoreszenz und der Caspaseaktivitat mittels Lumineszenz im selben Versuchsansatz.

Fluoreszenzaktivitiat P8-D6 bei Viabilititsassay
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Abb.4.10: Fluoreszenzaktivitit von P8-D6 im Viabilitits-Assay

Medium wurde mit PBS oder P8-D6 [0,1 uM, 1 uM, 10 pM] gemischt und dann mit Viabilitatslosung versetzt
(n =3, MW +SD one-way ANOVA, * (p <0,05), ns: nicht signifikant). Nach 30 min Inkubationszeit wurden
die Proben vermessen und Unterschiede detektiert.

Die Erfassung der Viabilitdt mittels ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay (Abschnitt 3.2.3.1)
nach 48 h Behandlung mit P8-D6 wurde fiir sechs Ovarialkarzinomzelllinien (Charakteri-
sierung der Zelllinien Abschnitt 3.2.1) durchgefiihrt. Mit Hilfe der Viabilitatsdaten konnte
dann eine ICso-Kurve fiir jede dieser Zelllinien erstellt werden. Der ICso-Wert ist die mitt-
lere inhibitorische Konzentration 50 %. Je geringer dieser Wert, umso effektiver ist der
Wirkstoff. Fiir den Wirkstoff P8-D6 zeigten HEY Zellen hierbei den geringsten ICso-Wert
mit 392 nM, Igrov-1 Zellen besitzen einen ICso-Wert von 562 nM und den hochsten Wert
fiir P8-D6 erzielten die SKOV-3 luc Zellen mit 1,647 uM (Abb.4.11A). Im Vergleich dazu
wurden zusatzlich die I1Cso-Werte fiir Cisplatin, Topotecan und Etoposid in HEY und
A2780 ermittelt. In HEY Zellen zeigte Topotecan hierbei den geringsten ICso-Wert der ge-
testeten Referenzsubstanzen mit 5,728 pM (Abb.4.11B). In A2780 Zellen besaf’ Cisplatin
die hochste Referenzsensitivitit mit einem ICso-Wert von 4,38 puM. Topotecan ist als po-
tenter Wirkstoff in der Therapie des Ovarialkarzinoms bereits gut etabliert. Im Vergleich
hierzu ist P8-D6 dennoch deutlich (~ 7-fach; p-Wert <0.001) potenter in diesen Zellkul-

turversuchen.
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A IC5o-Werte: Zytotoxizitat nach 48h Inkubation mit P8-D6
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Abb.4.11: ICso-Kurven von Ovarialkarzinomzelllinien nach Behandlung

Proliferationshemmender Effekt von P8-D6, Cisplatin, Topotecan und Etoposid in unterschiedlichen Ovari-
alkarzinomzelllinien. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Zytostatika behandelt
und die Viabilitat (400ex/505em) nach 48 h gemessen. A: ICso Kurve der unterschiedlichen Ovarialkarzinom-
zelllinien, die mit P8-D6 behandelt wurden. B: Vergleich der Proliferationshemmung der
Referenzsubstanzen mit P8-D6 fiir A2780. C: Vergleich der Proliferationshemmung der Referenzsubstan-
zen mit P8-D6 fiir HEY.

Somit zeigt P8-D6 einen verstarkt proliferationshemmenden Effekt in Ovarialkarzinom-
ziellinien im Vergleich zu momentan in der Klinik verwendeten Standardtherapeutika.
Zur Beurteilung der Wirksamkeit eines neuen Zytostatikums miissen unterschiedliche
Messmethoden der Apoptoseinduktion durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck wurden
mit dem ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay (Viabilitdt u. Apoptose) und der Annexin V-PE/7-
AAD-Durchflusszytometrie Analyse zwei voneinander unabhidngige Apoptose-Assays
etabliert. Die Methode des ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay wurde im Detail in Abschnitt
3.2.3.1 beschrieben. Zur Durchfiihrung wurden die Ovarialkarzinomzelllinien A2780, Ig-
rov-1, HEY, SKOV-3, OvCar8 und SKOV-3 luc fiir 48 h mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM,
10 uM], Cisplatin [1 uM, 10 uM], Etoposid [1 uM, 10 uM] und Topotecan [1 uM, 10 uM] so-
wie mit PBS behandelt (Abb.4.12).
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Abb.4.12: Apoptoseinduktion (ApoLive-Glo™) in Ovarialkarzinomzelllinien
Nach 48 h Behandlung unterschiedlicher Ovarialkarzinomzelllinien mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM,

10 uM] Cisplatin [1 uM, 10 pM], Etoposid [1 uM, 10 uM],

Topotecan [1 pM, 10 pM] und PBS wurde die rela-

tive Caspase 3/7-Aktivitat mittels Emissionsspektroskopie in den Zellen gemessen. (+ SD, one-way ANOVA,

* (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)).

F: SKOV-3 luc

A: A2780, B: Igrov-1, C: HEY, D: SKOV-3, E: OvCar8,
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Zur Datenbewertung und Vergleichbarkeit wurden one-way ANOVA-Testungen zur Er-
mittlung der Signifikanz durchgefiihrt. Dabei zeigte sich fiir die 10 uM Behandlung, dass
P8-D6 im Vergleich zu PBS, Cisplatin, Etoposid und Topotecan in allen getesteten Ovari-
alkarzinomzelllinien signifikant hohere Apoptoseraten bewirkt. Fiir die 1 uM Behandlung
zeigten sich fiir P8-D6 auch signifikant h6here Apoptoseraten im Vergleich zu Cisplatin
und Etoposid sowie in den meisten Zelllinien fiir Topotecan. Ausnahmen sind hier Igrov-1
und OvCar8 Zellen, wo nur geringe Unterschiede detektiert werden konnten. Allgemein
begriindet eine erhdhte Apoptoserate einen vermehrten Zelltod der getesteten Popula-
tion. Da die Frage bestand, ob die Hemmung beider Topoisomerasen (Topo [ und Topo II)
die deutlich erhohte Apoptoserate begriinden konnte, und somit eine Kombination be-
reits etablierter Topo-Inhibitoren eine Therapiel6sung bedeuten kénnten, wurde eine
Testung durchgefiihrt, bei der die Wirkung von P8-D6 im Vergleich zu den Mono-Topo-
Inhibitoren Topotecan (Topo I) und Etoposid (Topo II) und deren Kombination unter-
sucht wurde. P8-D6 behandelte Zellen zeigen dabei im Vergleich zur Topotecan-Etoposid-
Kombination auch eine signifikant hohere Apoptoserate. Somit liegt die Effektivitdt von
P8-D6 viel mehr in der erhohten Wirkstdrke als einfach nur in der Hemmung beider To-

poisomerasen (Abb.4.13).
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[ApoLive-Glo™ Multiplex Assay] [ApoLive-Glo™ Multiplex Assay]

Sk
KHEE

w
=]
=)

e

b

b

b
&
koK
N
-
=
S
S
—

rel. Caspase Aktivitat
(Lumineszenz [10* RLU])

1504

]
=]
=]

=
o
=

rel. Caspase Aktivitat
(Lumineszenz [10* RLU])
=
(=]

el b
[
}

P8-D6 Etoposid Topotecan Kombi E+T PBS P8-D6 Etoposid Topotecan Kombi E+T PBS

Abb.4.13: Apoptoseinduktion (ApoLive-Glo™) von P8-D6 versus Etoposid-Topotecan Kombination
Nach 48 h Behandlung von A2780 und Igrov-1 (Ovarialkarzinomzellen) mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM,
10 uM] Cisplatin [1 pM, 10 pM], Topotecan [1 pM, 10 pM], Kombination von Cisplatin und Topotecan
[0,5uM +0,5uM, 1 uM + 1 uM, 5 uM + 5 uM, 10 uM + 10 uM] und PBS wurde die relative Caspase 3/7-Akti-
vitit mittels Emissionsspektroskopie in den Zellen gemessen. (+ SD one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p
<0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)). A: A2780, B: Igrov-1

Dariiber hinaus wurde eine weitere Methode etabliert, die mittels Durchflusszytometrie
den Status der Apoptose nachweisen kann. Dies diente der Verifizierung der bereits mit
Emissionsspektroskopie erhobenen Daten. Die Zellen wurden dafiir 48 h mit P8-D6

[1 uM, 10 uM], Cisplatin [1 uM, 10 uM], Etoposid [1 uM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 uM]
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sowie PBS behandelt. Anschliefend wurden die Zellen abgeldst und zur Detektion fiir
diese durchflusszytometrische Analyse mit dem Apoptose-Fluoreszenzfarbstoff Annexin
V-PE und dem Avital-Farbstoff angefarbt (Abschnitt 3.2.3.2).

In den Balkendiagrammen der Abb.4.14 sind die prozentualen Anteile an apoptotischen
Zellen nach Behandlung mit Zytostatika aufgefiihrt. Erfolgt die Inkubation mit P8-D6 in
A2780 Zellen, so wurden in allen Fallen signifikant (= p-Wert <0,01) mehr friih- und spat-
apoptotische Zellen im Vergleich zu allen anderen Kontrollen detektiert. In SKOV-3 luc
Zellen zeigen alle Vergleiche aufier der 10 uM Topotecan diesen Trend. Reprasentativ
sind in Abb.4.14 zusétzlich die Dotplots einer Messung aufgefiihrt. Mittels dieser Darstel-
lung kann zwischen spater (A++) und frither (A+-) Phase der Apoptose in den Zellen
unterschieden werden. Dabei fallt bei den mit 1 uM und 10 uM P8-D6, sowie 10 uM Topo-
tecan behandelten Zellen der Anteil an spatapoptotischen Zellen am gréfdten aus. P8-D6
zeigt sich in diesem Vergleich somit als der starkste und schnellste Induktor der spaten

Apoptose in Tumorzellen.
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Annexin V

Abb.4.14: FACS-Analyse nach Annexin V-PE/7-AAD Fiarbung der Ovarialkarzinomzelllinien

Die Ovarialkarzinomzelllinien A2780 und SKOV-3 luc wurden fiir 48 h mit P8-D6 [1 uM, 10 pM] Cisplatin
[1 uM, 10 puM], Etoposid [1 uM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS behandelt. Anschlief3end erfolgte
eine Anfiarbung mit Annexin V-PE und 7-AAD zur Bestimmung des Anteils an apoptotischer Zellen nach
Behandlung (n=3 + SD one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)). A--: viable
Zellen, A+- frithe Apoptose, A++ spite Apoptose, A-+ Nekrose; A: A2780, B: SKOV-3 luc.

4.4.1.2 Translationaler Ansatz mit ex vivo-Ovarialkarzinom-Patienten-
zellen

Das Wachstumsverhalten des Tumors und das Ansprechen auf Therapeutika werden
durch eine starke Variabilitat/Individualitat gepragt. Dariiberhinaus kénnen sich perma-
nente Karzinomzelllinien durch selektive Teilung verdndern. Um eine homogene Aussage
zum Ansprechen von P8-D6 auf Patientenmaterial zu generieren, wurde die Apoptoserate
verschiedener Zytostatika analog zu den Untersuchungen mit den Zelllinien an ex vivo-
Patientenzellen durchgefiihrt. Das sogenannte ex vivo-Drug-Response-Profiling in Patien-
tenproben kann eine wirksame Identifizierung der Empfindlichkeit und des
Resistenzstatus unterstiitzen, beschrankt sich jedoch vorerst auf die Forschung und be-
sitzt einen begrenzten klinischen Nutzen. Die Ergebnisse dieser Testungen mit
Patientenmaterial zeigt ein ahnliches Bild wie auch schon die Untersuchungen an Ovari-

alkarzinomzelllinien (Abb.4.15). Bei den getesteten Patientenzellen wird zwischen aus
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Tumorgewebe (T.) oder Aszites (As.) isolierten Tumorzellen unterschieden. Die mit PBS
behandelten Tumorzellen bildeten bereits nach 24 h einen Monolayer mit einer Kon-
fluenz nahe 90 %. Die Cisplatin, Etoposid, Topotecan [1 uM] und P8-D6 [0,1 uM]
behandelten UF-268 T. Zellen wiesen nach 24 h noch eine Konfluenz von etwa 70 % auf.
Im Vergleich dazu betrug die Konfluenz fiir die mit P8-D6 [1 uM] behandelte Probe <30 %.
Die UF-169 T. reagierten sogar noch sensibler auf die P8-D6 Behandlung. Fiir diese Zellen
konnte ein deutlicher Effekt fiir beide P8-D6 [0,1 uM; 1 uM] Konzentrationen detektiert
werden. Jedoch zeigten auch die mit Topotecan behandelten Zellen ein verstarktes Zell-

todverhalten.

Abb.4.15: Mikr. Aufnahmen von ex vivo-Ovarialkarzinom-Patientenzellen nach Behandlung

Adharente ex vivo-Ovarialkarzinom-Patientenzellen wurden nach der Aussaat flir 24 h mit P8-D6 [0,1 uM,
1 uM] und Cisplatin-, Etoposid-, Topotecan- [1 pM] und PBS-Kontrolle behandelt. Anschliefend wurde vi-
suell das Wachstum behandelt und der proliferationshemmende Effekt beurteilt. A: UF-168 T., B: UF-169 T,

Zur Vergleichbarkeit wurde auch hier der ICso-Wert anhand der Viabilitiatsdaten be-
stimmt. Diese ICso-Werte sind dhnlich zu den Ovarialkarzinomzelllinien mit einem
Bereich zwischen 0,3 uM und 1,08 pM und liegen leicht hoher als die beim NCI gemesse-
nen Daten (Abb.4.16). Trotzdem ist deutlich zu erkennen, dass die Behandlung mit P8-D6
ovarialkarzinomiibergreifend einen deutlichen Effekt mit ICso-Werten im hoheren nano-

molaren Bereich liefert.



Ergebnisse
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Abb.4.16 ICso-Kurven von ex vivo Ovarialkarzinom-Patientenzellen nach Behandlung
Proliferationshemmender Effekt von P8-D6 in unterschiedlichen ex vivo Ovarialkarzinom-Patientenzellen
(Tumorzellen aus Tumor und Ascztes). Die Zellen wurden mittels P8-D6 Konzentrationsreihe behandelt
und die Viabilitat (400ex/505em) nach 48 h gemessen.

Die Kernaussage zur Wirksamkeit an Tumorzellen liefert die Messung der Apoptoserate
in den verschiedenen Zellproben. Hierfiir wurden die ex vivo Patientenzellen mit P8-D6,
sowie Cisplatin, Etoposid, Topotecan und PBS behandelt. Auch die Ergebnisse fiir diese
Testung zeigen eine signifikant h6here Apoptoserate in P8-D6 behandelten Zellen im Ver-
gleich zu den Referenzsubstanzen (Abb.4.17). Dabei fallt auf, dass die 10 uM P8-D6
Behandlung in UF-168T, UF-169T und UF-160As im Vergleich zu kleineren Konzentratio-
nen derselben Substanz nochmal einen deutlichen Anstieg zeigt. Bei der UF-167As Probe

ist dieser Sprung schon bei 1 uM zu erkennen.
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Abb.4.17: Apoptoseinduktion (ApoLive-Glo™) in ex vivo Ovarialkarzinom-Patientenzellen

Nach 48 h Behandlung unterschiedlicher ex vivo Ovarialkarzinom-Patientenzellen mit P8-D6 [0,1 uM,
0,5uM, 1 uM, 10 uM] Cisplatin [1 puM, 10 uM], Etoposid [1 uM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS
wurde die relative Caspase 3/7-Aktivitat mittels Emissionsspektroskopie in den Zellen gemessen. (+ SD,
one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)). A: UF-168T, B: UF-169T, C: UF-
160As, D: UF-167As

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Apoptoserate mittels Emissionsspektroskopie
wurde die ex vivo Patientenprobe UF-168T auch mittels Durchflusszytometrie untersucht.
Die erhaltenen Dot-Plots zeigen, dass die Patientenprobe im Vergleich zu den Zelllinien
etwas resistenter auf die Zytostatika reagiert (Abb.4.18). Nichtsdestotrotz lasst sich eine
grofdere apoptotische Zellpopulation in P8-D6 [1 uM, und 10 uM] behandelten Proben im
Vergleich zu Cisplatin, Etoposid und Topotecan [1 pM, 10 uM] bestimmen. Die one-way
ANOVA Analyse zeigt signifikante Unterschiede zwischen P8-D6 [1 uM] und Cisplatin, E-
toposid, Topotecan [1 uM], PBS, sowie P8-D6 [10 uM] und Cisplatin, Etoposid [10 pM] und
PBS. P8-D6 [10 puM] und Topotecan [10 pM] zeigen Unterschiede, welche in dieser Tes-

tung aber nicht signifikant sind.
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Abb.4.18: FACS-Analyse nach Annexin V-PE/7-AAD Farbung der ex vivo Ovarialkarzinom-Patienten-
zellen

Die ex vivo Ovarialkarzinom-Patientenzellen UF-168T wurden fiir 48 h mit P8-D6 [1 uM, 10 pM] Cisplatin
[1 uM, 10 uM], Etoposid [1 uM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS behandelt. Anschliefdend erfolgte
eine Anfarbung mit Annexin V-PE und 7-AAD zur Bestimmung des Anteils an apoptotischer Zellen nach
Behandlung (n=3 + SD, one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)). A--:
viable Zellen, A+- frithe Apoptose, A++ spite Apoptose, A-+ Nekrose. UF168T

Die Ergebnisse an Ovarialkarzinomzellen zeigen probenitibergreifend ein hohes Potential
von P8-D6 als Zytostatikum fiir diese Entitat. Dabei ist auch zu vermerken, dass Topote-
can unter den Referenzsubstanz am sensibelsten auf ein Ovarialkarzinom reagiert, jedoch

nicht an die Wirkung von P8-D6 herankommt.

4.4.1.3 Mammakarzinom-Zelllinien

Neben dem aggressiven Ovarialkarzinom besitzt das Mammakarzinom eine enorme An-
zahl an Neuerkrankungen und daraus resultierend eine hohe Anzahl an Todesfillen. Da
P8-D6 beim Ovarialkarzinom zelltypilibergreifend eine hohe Wirksamkeit aufgewiesen
hat, sollte nun nachgewiesen werden, ob P8-D6 auch an anderen Entitiaten, wie dem
Mammakarzinom mit den oben beschriebenen Testmethoden (Abschnitt 3.1) eine gute

Wirksamkeit liefert.
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Brustkrebs ist relativ heterogen im Auftreten unterschiedlicher Zelleigenschaften. Aus
diesem Grund wurden die Untersuchungen an drei Mammakarzinomzelllinien (MCF-7,
MDA-MB 231, Sk-Br 3) mit unterschiedlichen Zelleigenschaften durchgefiihrt (Tab. 4.2).
Charakteristisch fiir die triple negativen Tumore ist, dass sowohl Ostrogen- als auch Pro-
gesteron- sowie HER2/neu-Rezeptoren fehlen. Dies macht die Behandlung dieser eher
aggressiven Tumorart sehr schwierig, weil viele bisher zugelassene, zielgerichtete Thera-

pien nicht ansprechen.

Tab. 4.2: Zelleigenschaften Mammakarzinom
Motaetal, 2017

Ostrogenrezeptor Progesteronrezeptor HERZ2 /neu-Rezeptor
MCF-7 + + -
MDA-MB 231 - - -
Sk-Br 3 + + +

Bereits anhand der mikroskopischen Aufnahmen nach 24 h Behandlung mit P8-D6 zeigt
sich ein deutlich proliferationshemmender Effekt (Abb.4.19). Sowohl in den mit 1 uM be-
handelten MCF-7, als auch in den Sk-Br3 Zellen ist dieser Effekt detektierbar.

A MCF-7 24h

X & a.ﬁ
': S0
[ 7

P8-D6 1pM[ )

i i | P N Bl
Abb.4.19: Mikr. Aufnahmen von Mammakarzinomzelllinien nach Behandlung
Adhidrente Mammakarzinomzelllinien wurden nach der Aussaat fiir 24 h mit P8-D6 [0,1 uM, 1 uM] und Cis-
platin-, Etoposid-, Topotecan- [1 pM] und PBS-Kontrolle behandelt. Anschlieffend wurde visuell das
Wachstum behandelt und der proliferationshemmende Effekt beurteilt. A: MCF-7, B: Sk-Br3,

Anhand der ICso-Werte bezogen auf die Viabilitat der Zellen nach Behandlung kénnen
Vergleiche durchgefiihrt werden. Hier lasst sich beobachten, dass MCF-7 und Sk-Br3 Zel-
len im d&dhnlichen nanomolaren Bereich wirken wie die zuvor getesteten
Ovarialkarzinomzellen (Abb.4.20). MDA-MB 231 zeigen eine Wirkung durch P8-D6, diese

liegt jedoch im mikromolaren Bereich. MDA-MB-231 ist ein tripple negativer Tumor, der
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oft durch ein rasches und aggressives Wachstum charakterisiert ist und nur schwer the-
rapiebar ist, da er auf antihormonelle Behandlung oder eine Therapie mit HER2-

Antikorpern nicht anspricht. Deshalb ist die Chemotherapie hie Mittel der ersten Wahl.

IC5o-Werte: Zytotoxizitiat nach 48h Inkubation mit P8-D6
[ApoLive-Glo™ Multiplex Assay] Viabilitit
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Abb.4.20: ICso-Kurven von Mammakarzinomzelllinien nach Behandlung
Proliferationshemmender Effekt von P8-D6 in unterschiedlichen Mammakarzinomzelllinien. Die Zellen
wurden mittels P8-D6 Konzentrationsreihe behandelt und die Viabilitdt (400ex/505em) nach 48 h gemessen.

0

Die Apoptoserate der P8-D6 [1 uM, 10 uM] behandelten Zellen weist viele signifikante Un-
terschiede im Vergleich zu den Referenzsubstanzen auf (Abb.4.21). MDA-MB231 Zellen
zeigen nach Behandlung mit Etoposid [1 uM] keinen signifikant niedrigeren Apoptoseef-
fekt auf als nach der Behandlung mit P8-D6 [1 uM]. Topotecan [1 pM] weist in Sk-Br3
Zellen ahnliche Effekte auf wie P8-D6 [1 pM]. Alle anderen Vergleiche, somit die deutliche
Uberzahl, zeigen, dass P8-D6 unabhingig vom zelluliren Subtyp eine signifikant héhere
Apoptoserate als Referenzsubstanzen induziert. Somit haben Mammakarzinom-Zellei-
genschaften keinen Einfluss auf das Ansprechen fiir P8-D6 in vitro. Aufderdem weisen
diese Ergebnisse nach, dass P8-D6 auch am Mammakarzinom gute zytotoxische Effekte

erzielt.
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Abb.4.21: Apoptoseinduktion (ApoLive-Glo™) in Mammakarzinomzelllinien

Nach 48 h Behandlung unterschiedlicher Mammakarzinomzelllinien mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10
uM] Cisplatin [1 pM, 10 uM], Etoposid [1 uM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS wurde die relative
Caspase 3/7-Aktivitat mittels Emissionsspektroskopie in den Zellen gemessen. (+ SD, one-way ANOVA, * (p
<0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)). A: MCF-7, B: MDA-MB 231, C: Sk-Br3

4.4.1.4 Translationaler Ansatz mit ex vivo Mammakarzinom-Patiente-
zellen

Wie bereits im Kapitel Translationaler Ansatz mit ex vivo-Ovarialkarzinom-Patientenzel-
len (4.4.1.2) beschrieben, zeigen sich auch bei den Mammakarzinom-Patientinnen
individuelle Ansprechraten und Therapierbarkeiten. Zelllinien sind dabei aus Patienten-
material insolierte Zellen, welche gute Eigenschaften, bezogen auf die Robustheit sich
weiter zu teilen und homogene in vitro-Ergebnisse zu liefern, besitzen. Dabei sind nur be-
stimmte Zellen geeignet Zelllinien zu generieren. Um jedoch auch Aussagen zum
Ansprechen der anderen Tumorzellen zu erlangen, wurde P8-D6 auch an ex vivo-
Mammakarzinom-Patientenzellen untersucht. Kurz nach der Isolierung wurden die UF-
182 Zellen bereits mit P8-D6 [0,1 uM, 1 uM], Cisplatin, Etoposid, Topotecan [1 uM] und
PBS behandelt. Mikroskopisch ist zu erkennen, dass P8-D6 bereits bei einer
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Konzentration von 0,1 uM deutliche zytotoxische Effekte erzielt (Abb.4.22). Auch Topote-
can zeigt einen proliferationshemmenden Effekt, ist jedoch nicht vergleichbar mit der
Wirkstarke von P8-D6. Der ICso-Wert liegt hier bei 2,92 pM und ist damit leicht oberhalb
der ICso-Werte der ex vivo Ovarialkarzinom-Patientenzellen (Abb.4.23). Dennoch zeigt es

eine gute Wirksamkeit von P8-Dé6.
UF-182

P8-D6 0,1uM

o soum | 15
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Abb.4.22: Mikr. Aufnahmen von ex vivo Mammakarzinom-Patientenzellen nach Behandlung
Adharente ex vivo Mammakarzinom-Patientenzellen wurden nach der Aussaat fiir 24 h mit P8-D6 [0,1 uM,
1 uM] und Cisplatin-, Etoposid-, Topotecan- [1 pM] und PBS-Kontrolle behandelt. Anschliefend wurde vi-
suell das Wachstum behandelt und der proliferationshemmende Effekt beurteilt. UF-182

IC5o-Werte: Zytotoxizitidt nach 48h Inkubation mit P8-D6
[ApoLive-Glo™ Multiplex Assay] Viabilitit
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Abb.4.23: ICso-Kurve von ex vivo Mammakarzinom-Patientenzellen nach Behandlung
Proliferationshemmender Effekt von P8-D6 in ex vivo Mammakarzinom-Patientenzellen. Die Zellen wurden
mittels P8-D6 Konzentrationsreihe behandelt und die Viabilitat (400ex/505em) wurde nach 48 h gemessen.

Mit dem Vergleich der Apoptoserate der UF-182 Zellen, die mit P8-D6 [1 uM, 10 uM] be-
handelt wurden, und der der Zellen, die mit den Referenzsubstanzen [1 uM, 10 uM]
behandelt wurden, ist auch hier eine signifikant starkere Apoptoseinduktion durch P8-D6

nachweisbar (Abb.4.24).
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Abb.4.24: Apoptoseinduktion (ApoLive-Glo™) in ex vivo Mammakarzinom-Patientenzellen

Nach 48 h Behandlung unterschiedlicher ex vivo Mammakarzinom-Patientenzellen mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5
uM, 1 uM, 10 uM], Cisplatin [1 uM, 10 uM], Etoposid [1 uM, 10 pM], Topotecan [1 uM, 10 pM] und PBS wurde
die relative Caspase 3/7-Aktivitiat mittels Emissionsspektroskopie in den Zellen gemessen. (+ SD, one-way
ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001)).

Beim Zusammenfiigen der Ergebnisse zur Apoptoseinduktion aller getesteter Zelltypen
fallt auf, dass P8-D6 versus der Referenzsubstanzen haufig bei 10-fach kleinerer Konzent-
ration eine dhnliche Wirksamkeit entwickeln kann. Dies spiegeln auch die ICso-Werten
der Abb.4.25 bezogen auf die Viabilitdt wider. Abb.4.25 zeigt dabei die ICso -Werte aller
getesteten Zellkulturen.
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Abb.4.25: Heatmap der ICso-Werte von Ovarialkarzinomzellen und Mammakarzinomzellen
Proliferationshemmender Effekt von P8-D6, Cisplatin, Topotecan und Etoposid in unterschiedlichen Ovari-
alkarzinomzellen und Mammakarzinomzellen. Zur Ermittlung der ICso-Werte wurden die Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Zytostatika behandelt und die Viabilitat (400ex/505em) nach 48 h
gemessen. Diese Daten dienten zur Erstellung der Heatmap.
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4.4.2 Co-Kultur

In der in vivo Situation sind Zellen von anderen Zelltypen umgeben und kommunizieren
untereinander. Das beschriebene 2D-Modell beinhaltete nur eine Testung einer spezifi-
schen Tumorsubpopulation. Um die Effekte von nicht-tumorassoziierter Zellen und
Ovarialkarzinomzellen wahrend der Behandlung zu charakterisieren, wurden beide Zell-
typen kombiniert kultiviert und behandelt. Dabei erfolgte eine rdaumliche Trennung
mittels semipermeabler Membran, welche jedoch fiir Substrate, Wirkstoffe und Wachs-
tumsfaktoren durchlassig war (Methode Abschnitt 3.2.4). Die visuelle Betrachtung zeigt
fir die A2780 Zellen ein bereits haufig beschriebenes Bild. Die PBS behandelten Zellen
bilden einen konfluenten Zellrasen (Konfluenz ~95 %). Fiir die Etoposid- und Topotecan-
Behandlung kann ein proliferationshemmender Effekt detektiert werden (Konfluenz Eto-
posid ~70 %, Topotecan ~50 %). Im Vergleich mit den Effekten der P8-D6 Behandlung
(Konfluenz ~8 %) ist dieser jedoch deutlich geringer. Nach der P8-D6 Behandlung konnen
kaum vitale Zellen ausgemacht werden (Abb.4.26). Dabei ist visuell mittels Mikroskops
kein Unterschied zwischen Mono- und Co-Kultur zu erkennen. Die Fibroblasten zeigen
auch leichte proliferationshemmende Effekte durch Zytostatika-Behandlung im Vergleich
zur PBS-Probe. Durch die P8-D6 Behandlung veranderten sich die Fibroblasten in der Mo-
nokultur morphologisch leicht und es konnten mehr Zellfragmente und nicht-adharente
Zellen detektiert werden. Die Zytostatika untereinander besitzen im Vergleich zu den
Ovarialkarzinomproben jedoch bei den Fibroblasten keine manifesten Unterschiede in

der Zytotoxizitat.
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Abb.4.26: Mikr. Aufnahmen der Co-Kultur nach Behandlung

Adharente Fibroblasten und Ovarialkarzinomzellen (A2780) wurden in einer Co-Kultur mittels Zellkultur-
einsatzen und jeweils in Monokulturen kultiviert. Dabei wurden die Fibroblasten auf dem Grund der 12-
Well-Platte und die A2780 Zellen im Zellkultureinsatz ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium durch P8-D6
[10 uM] und Etoposid-, Topotecan- [10 pM] und PBS-versetztes Medium ersetzt und fiir 48 h behandelt.
Anschlieflend wurden visuell die Effekte durch die Behandlung in der Co-Kulturen mit den Monokulturen
verglichen. A: Fibroblasten vom Wellboden -, B: A2780 vom Zellkultureinsatz
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In der Viabilitat unterscheiden sich die P8-D6 behandelten A2780-Zellen in der Co-Kultur
nur geringfligig von der Monokultur. Die Behandlungen mit Topotecan und Etoposid hat-
ten einen leicht erh6hten zytotoxischen Effekt auf die Monokultur. Die mit P8-D6
behandelten Fibroblasten zeigen ein erhéhtes Uberleben in der Co-Kultur im Vergleich
zur Monokultur. Dieser Effekt ist auch in den Ergebnissen der relativen Caspaseaktivitat
als signifikant detektierbar (Abb.4.27). Bei gleicher Effektivitat auf A2780 Zellen zeigt die
Co-Kultur eine leicht protektive Wirkung auf Fibroblasten in der P8-D6 Behandlung. Fiir
die anderen Zytostatika konnte keine signifikante Beeintrachtigung der Zellintegritat auf
A2780 Zellen fiir die Co-Kultur im Vergleich zur Monokultur gezeigt werden. Geringe Ef-

fekte sind auch bei Topotecan zu verzeichnen, jedoch sind diese nicht signifikant.
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Abb.4.27: Behandlungseffekte in der Co-Kultur

Nach 48 h Behandlung der A2780/Fibroblasten Co-Kultur, sowie der Monokulturen mit P8-D6 [10 uM], E-
toposid [10 uM], Topotecan [10 uM] und PBS wurde die Viabilitat und relative Caspase 3/7-Aktivitat mittels
Emissionsspektroskopie in den Zellen gemessen. (n=3 + SD, one-way ANOVA, * (p <0,05), **** (p < 0,001)).
Die Ergebnisse zeigen einen unterschiedlichen Effekt auf Fibroblasten und Ovarialkarzinomzellen. Dabei
erfolgte ein Vergleich der Co-Kultur mit der Monokultur. A: Viabilitdt B: Apoptoserate
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4.4.3 3D Kultur

Dreidimensionale Zellkulturen werden als Briickenschlag-Experiment fiir in vivo Versu-
che angesehen, da raumliche Zell-Zell-Kontakte und die verstarkte Kommunikation
innerhalb des Zellverbands als kritische Punkte fiir die Wirksamkeit von neuen Substan-
zen gelten. Hierfiir wurden aus Ovarialkarzinomzellen und Mammakarzinomzellen durch
Kultivierung in speziellen Ultra Low Attachment Sphéaroid Platten mit Rundboden nach
96 h Sphiaroide/Aggregate gebildet, welche dann fiir 48 h behandelt werden konnten. Da-
bei ist allgemein auffdllig, dass fiir jeden Zelltyp ganz unterschiedliche, spezifische 3D
Formationen entstanden sind. Die verwendeten Methoden sind in Abschnitt 3.2.5 be-

schrieben.

4.4.3.1 Ovarialkarzinom-Zelllinien

Flir die 3D-Testung am Ovarialkarzinom wurden die Zelllinien A2780, OvCar8, SKOV-3
und HEY verwendet. Die Wachstumsentwicklungen dieser Zellen sind in Abb.4.28 gezeigt.
Hierflir wurden alle 24 h mikroskopische Aufnahmen der Spharoide/Aggregate gemacht.
Nach 96 h wurde wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben die 3D Kultur weitere 48 h unter-
schiedlich behandelt. Anhand dieser mikroskopischen Aufnahmen sind die Vielfaltigkeit
und Individualitdt der Spharoide/Aggregate zu erkennen.

Die A2780 sind schnellteilende Ovarialkarzinomzellen, die in der 3D Kultur eher losere
Aggregate mit leichtem Zell-Zell-Kontakt bilden. Diese Aggregate lassen sich durch mitt-
leren mechanischen Druck bereits in kleinere Verbande trennen. Der Unterschied zu der
typischen kompakten Sphéaroid-Struktur mit proliferierenden Zellen, ruhenden Zellen
und dem nekrotischen Zellkern ist der geringere Anteil an nekrotischen Kern, sowie eine
leichtere Penetration von Medium und Zytostatika durch die Aggregatschichten und den
fiir A2780 deutlich zu erkennende Grofdenzuwachs wahrend der Wachstumsphase. Die
A2780 Aggregate besitzen vor der Behandlung einen Durchmesser von ca. 800 um. Mit
PBS-behandelte A2780 Aggregate wachsen nach 48 h Behandlung auf eine Gréf3e von ca.
1150 pm an. Die mit Zytostatika-behandelten Aggregate stagnieren in ihrer Gréf3e von ca.
800 pum. Ein dhnliches Bild des Zellverbands liefern die HEY in der 3D-Kultur. Auch hier
ist der Begriff Aggregat zutreffender, da auch diese Zellen einen Groéfdenzuwachs inner-
halb der 96 h Kultivierung zeigen und auch hier kein typischer nekrotischer Kern zu
erkennen ist. An Tag 4 besitzen HEY-Aggregate einen Durchmesser von etwa 500 um. Im
Vergleich zu den A2780 besitzen die HEY jedoch eine in sich festere Struktur. Die Wachs-
tumsentwicklung tiber 144 h veranschaulicht die Abb.4.29A. Aufgrund der Unterschiede
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in der Grofdenentwicklung und der Stabilitdt werden die A2780 und HEY als Aggregate

bezeichnet, hingegen handelt es sich bei den OvCar8 und SKOV-3 um Sphéroide.

EWe24 heamesen48 helimmsn72 heemsun96 hul> Beh24 hamabud 8 hig
780 3D

1 pM
P8-D6
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1 pM
P8-D6
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P8-D6
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Abb.4.28: Reprisentative Phasenkontrastbilder von Ovarialkarzinom-Sphéroiden

Die Ovarialkarzinomzellen A2780, SKOV-3, OvCar8 und HEY wurden fiir 96 h in Ultra Low Attachment
Sphéroid Platten mit normalem Medium kultiviert. Alle 24 h wurden mikroskopische Aufnahmen von die-
sen Spharoiden/Aggregaten gemacht. AnschliefRend wurden die Sphiroide/Aggregate fiir weitere 48 h mit
P8-D6 [0,1 uM, 0,5 pM, 1 uM, 10 pM] Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS behandelt. Detaillierte Ausfithrung
siehe Anhang, Skala entspricht 500 pm

Die OvCar8 zeichnen sich hierbei durch ihre gleichbleibende Grofie von etwa 400 um aus.

Dabei ist jedoch anhand der mikroskopischen Aufnahmen gut erkennbar, dass sich die
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Spharoide im Laufe der 96 h komprimieren. Zwar sieht man anhand der Aufnahmen nicht
auf Anhieb den nekrotischen Kern, jedoch verandert sich die dufiere Oberfliche der
OvCar8 Spharoide. Anfangs sind im Zellerbund die einzelnen Zellen voneinander abgrenz-
bar. Dies dndert sich und eine relativ glatte Oberflachenstruktur entsteht. Dies ist sehr
charakteristisch fiir die OvCar8 Spharoide, die in sich ein sehr kompaktes und sehr stabi-
les Gebilde bilden. SKOV-3 bilden gut sichtbar die in der Literatur beschriebenen
Spharoide mit dem typischen Aufbau Proliferationszone, Ruhezone und Nekrotischem
Kern (Nath und Devi, 2016). Bereits nach 24 h entstehen stabile 3D Gebilde, welche im
Laufe des Wachstums kleiner und kompakter werden und gut die Zonenbildung zeigen.
Nach 96 h Kultivierung erreichen die SKOV-3 Spharoide einen Durchmesser von ca.
500 um. Optisch dhneln die in dieser Arbeit generierten Spharoide/Aggregate in ihrer
Kompaktheit und Formation den bereits in der Literatur publizierten. (Heredia-Soto et al,
2018; Niu et al, 2017; Raghavan et al, 2016).

Fokus dieser Arbeiten lag jedoch nicht nur in der Generierung unterschiedlicher
Sphéroide/Aggregate, sondern die Untersuchung des Effekts von P8-D6 auf diese. Dafiir
wurden die Zellen erst fiir 96 h kultiviert, um anschliefiend fiir 48 h behandelt zu werden.
Die Grofdenentwicklung von A2780 und HEY Aggregaten zeigt einen deutlichen Unter-
schied zwischen den behandelten Proben und den mit PBS versetzten Aggregaten.
Zytostatika- und konzentrationsiibergreifend konnte eine Gréfienstagnation festgestellt
werden. Die PBS behandelten Zellen zeigten einen weiteren Anstieg der Grofde
(Abb.4.29B, E). Bei den OvCar8-Spharoiden ist ein leichter Anstieg der Grofie in den mit
PBS sowie 10 puM P8-D6 behandelten Sphéroiden zu sehen. Die mikroskopischen Bilder
zeigen jedoch sehr deutlich, dass die Morphologie dieser beiden Behandlungen sehr un-
terschiedlich ist (Abb.4.29D). Die SKOV-3 Sphéroide kénnen im Grofdenvergleich keine
grofden Unterschiede verzeichnen, jedoch ist auch hier zu sehen, dass die Morphologie

sich durch die Behandlung mit 10 uM P8-D6 stark verandert (Abb.4.29C).
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Abb.4.29: Grofdenentwicklung der Ovarialkarzinom Sphiroide/Aggregate

Nach 96 h Kultivierung wurden die Spharoide/Aggregate fiir weitere mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10
uM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS behandelt. Die Grof3e der Sphéaroide /Aggregate wurde mit Hilfe von
Image] bestimmt und analysiert. Die Grofleentwicklung wurde gegeniiber der Zeit aufgetragen. A: Grofien-
entwicklung verschiedener Zelllinien nach Behandlung mit PBS. B: A2780, C: SKOV-3, D: OvCar8, E: HEY
Grofdenentwicklung nach unterschiedlicher Behandlung. Zuséatzlich sind mikroskopische Aufnahmen von
48 h PBS und 10 pM P8-D6 behandelten Spharoiden/Aggregaten dargestellt. Diese verdeutlichen die mor-
phologische Veranderung aufgrund der Behandlung. Skala entspricht 500 um

Um diesen Effekt der Behandlungen besser zu untersuchen, wurde die Zytotoxizitat die-
ser Spharoide/Aggregate nach Behandlung mittels CellTox Green Cytotoxicity Assay
bestimmt. Hierfiir wurden Fluoreszenzaufnahmen angefertigt (Abb.4.30, detaillierte Auf-
zeichnung siehe Anhang Abb. II, Abb. III, Abb. IV, Abb. V), die anschlief3end quantifiziert
wurden (Abb.4.31). Die Messung der Fluoreszenzintensitit erfolgte nach 24 h und nach
48 h. Bezogen auf die Spharoid-/Aggregatgrofie besitzen die mit 10 uM P8-D6 behandel-
ten Zellen zelllinientibergreifend die hochste Fluoreszenzintensitat und somit die hochste
Zytotoxizitat. Bei den Untersuchungen fallt auf, dass die Aggregate A2780 und HEY, sowie
die OvCar8-Spharoide einen ausgepragteren Effekt von behandelten im Vergleich zu un-

behandelten Proben verzeichnen. Die mit PBS behandelten Zellen bleiben in diesen
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Proben auf Nullniveau. Die mit 1 uM und 10 uM P8-D6 behandelten Proben weisen hohere
Zytotoxizitaten auf als die mit 10 uM Topotecan behandelten Spharoide/Aggregate. Wie
schon bei der Charakterisierung der mikroskopischen Aufnahmen erwahnt, kann nur fiir
die SKOV-3 Spharoide der typische nekrotische Kern in den Phasenkontrastbildern der
mit PBS behandelten Proben gesehen werden. Dieses spiegelt sich auch in den Zytotoxi-
zitatsdaten wider. Die SKOV-3 Spharoide zeigen bereits bei PBS Behandlung ein hohes,
nahezu vergleichbares Fluoreszenzsignal im Vergleich zu den mit Zytostatika behandel-
ten Proben. In dieser Zelllinie sticht nur die 48 h mit 10 uM P8-D6 behandelte Probe mit

erhohten Signalen hervor.

1uMP8-D6 10puMP8-D6 1 puM Topo 10 uM Topo PBS

Abb.4.30: Mikr. Aufnahmen der Zytotoxizitit von Ovarialkarzinom-Spharoiden/Aggregaten
Unterschiedliche Ovarialkarzinom-Spharoide/Aggregate wurden mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM,
Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS fiir 48 h behandelt und die Zytotoxizitdt wurde mittels CellTox Green
Cytotoxicity Assay bestimmt. Skala entspricht 500 pum

OvCar8

HEY
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Abb.4.31: Zytotoxizitiat von Ovarialkarzinom-Sphiroiden/Aggregaten nach Behandlung

Nach 24 h und 48 h Behandlung unterschiedlicher Ovarialkarzinom-Spharoide/Aggregate mit P8-D6 [0,1
uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM, Topotecan [1 uM, 10 pM] und PBS wurde die Zytotoxizitit mittels CellTox Green
Cytotoxicity Assay bestimmt. (n=3 +/- SEM). A: A2780, B: SKOV-3, C: OvCar8, D: HEY

Die grofdte Aussage zur Effektivitiat eines Wirkstoffs in der Onkologie bietet die relative
Caspaseaktivitat, die ein Wert fiir die Apoptoseinduktion darstellt. Hierfiir diente die in
Abschnitt 3.2.5 beschriebene Methode der Messung mittels RealTime-GloTM Metabolic
Cell Viability und des Caspase-Glo® 3/7 Assay. Die Viabilitdat und anschlieféend die Caspa-
seaktivitat wurde fiir 48 h behandelte Spharoide/Aggregate bestimmt. Dabei konnte in
den Messungen nachgewiesen werden, dass die 1 uM und 10 uM P8-D6 in allen Zelllinien
signifikant die Apoptose induziert. PBS behandelte Proben weisen ein Nullniveau in den
A2780 und HEY Aggregaten sowie in den OvCar8 Spharoiden auf. Die SKOV-3 Sphéroide
hingegen zeigen auch bei PBS Behandlung bereits Caspaseaktivtait. Nichtsdestotrotz ist
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die relative Caspaseaktivitiat in mit P8-D6 behandelten SKOV-3 Spharoiden signifikant ho-
her im Vergleich zu PBS und Topotecan (Abb.4.32B). Dieses Phanomen ist bereits aus
Abb.4.28, Abb.4.30 und Abb.4.31 bekannt.
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Abb.4.32: Apoptoseinduktion in Ovarialkarzinom-Sphiroiden/Aggregaten

Nach 48 h Behandlung unterschiedlicher Ovarialkarzinom-Spharoide/Aggregate mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 pM,
1 uM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS wurde die relative Caspase 3/7-Aktivitat mittels Emissions-
spektroskopie in den Zellen gemessen. (+ SD, one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), ****
(p<0,001)). A: A2780, B: SKOV-3, C: OvCar8, D: HEY

In Abb.4.33 und Abb.4.34 sind die Aggregate und Spharoide der Zelllinien A2780, HEY,
OvCar8 und SKOV-3 gezeigt, die nach Behandlung mit P8-D6 und Topotecan anschliefsend
mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitat) und Hoechst 33342 (Nukleus) ange-
farbt wurden. Dabei zeigt sich fiir die A2780-Aggregate bei einer Dosierung von 1 pM
deutlich, dass in der mit P8-D6 behandelten Probe mehr tote Zellen vorhanden sind als in
der mit Topotecan behandelten Probe. In der PBS behandelten Probe sind kaum tote Zel-
len zu detektieren. Auch lassen sich anhand der Phasenkontrastbilder wesentliche
Verdanderungen in den P8-D6 behandelten Proben nachweisen. Die Aggregate werden

deutlich mechanisch instabiler. Die HEY Aggregate prasentieren ein dhnliches Bild. Zwar
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ist der Unterschied zwischen der 1 uM P8-D6 Probe und der 1 uM Topotecan Probe nicht
so deutlich wie bei A2780 Zellen, dennoch ist ein Unterschied erkennbar. Eine ausfiihrli-
che Darstellung aller verwendeten Behandlungskonzentrationen ist im Anhang (Abb. IX,

Abb. XII) beigefiigt.
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Abb.4.33: Lebend-Tot-Diskriminierung von Ovarialkarzinom-Aggregaten nach Behandlung

Nach 48 h Behandlung der Ovarialkarzinom Aggregate A2780 und HEY mit P8-D6 [1 uM], Topotecan [1 pM]
und PBS wurden die Zellen mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitdt) und Hoechst 33342 (Nuk-
leus) angefarbt und mikroskopisch vermessen. A: A2780, B: SKOV-3, Skala entspricht 500 pm

Anders sind die Ergebnisse fiir OvCar8 Zellen in dieser Farbung. In den OvCar8 Zellen ist
das Propidiumiodidsignal fiir 1 uM Topotecan hoher als fiir 1 uM P8-D6. In Abb. XI (An-
hang) zeigt sich das 1 pM Topotecan Signal fiir den Zelltod sogar starker als in der 10 uM
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Topotecan Probe. Auch lassen sich die Ergebnisse nochmal im Bereich Phasenkontrast-
bilder abgrenzen. Hier scheint die 1 pM P8-D6 Probe etwas mechanisch instabiler zu sein
als das mit 1 pM Topotecan behandelte Sphéroid. Fiir die SKOV-3 Spharoide zeichnet sich
bei einer 1 uM P8-D6 Behandlung eine deutliche Zersetzung des Spharoids ab. Das Propi-
diumiodidsignal ist aufgrund der Gréfienunterschiede der Spharoide kaum noch zu
vergleichen. Dennoch zeigt die Abb.4.34B einen wesentlichen Effekt von P8-D6 auf die

SKOV-3 Spharoide (Details Anhang Abb. X).
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Abb.4.34: Lebend-Tot-Diskriminierung von Ovarialkarzinom-Spharoiden nach Behandlung

Nach 48 h Behandlung der Ovarialkarzinom Spharoide SKOV-3 und OvCar8 mit P8-D6 [1 uM], Topotecan [1
uM] und PBS wurden die Zellen mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitdt) und Hoechst 33342
(Nukleus) angefarbt und mikroskopisch vermessen. A: OvCar8, B: HEY, Skala entspricht 500 pym
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Die mikroskopische Untersuchung mittels Nyone zeigte bislang nur eine grobe Auflésung
der Zellverbandoberflache der Spharoide und Aggregate. Detaillierte Aussagen iiber die
Oberflachenbeschaffenheit dieser 3D-Gebilde und die Veranderung der Oberflachenbe-
schaffenheit durch Behandlung mit P8-D6 konnte mittels Rasterelektronenmikroskopie
untersucht werden (Abb.4.35; Abb.4.36). Dafiir mussten die Spharoide/Aggregate fixiert,
dehydriert, getrocknet und mit Gold bespriiht werden (Abschnitt 3.2.5.3). Die Ergebnisse
zeigen filir die A2780 Aggregate eindrucksvoll eine dreidimensionale Struktur. Aus den
mikroskopischen Nahaufnahmen wird deutlich, dass die Zellen untereinander Zellkon-
takte bilden und so ein Zellverband entsteht. Die Flache an Zell-Zell-Kontakten ist fiir die
A2780 Aggregate geringer, sodass einzelne Zellen noch charakteristisch wahrgenommen

werden konnen.

A

A2780 - PBS A2780 -1 uM P8-D6

c HEY - PBS

oy . ‘1 ) &
0 el P
Abb.4.35: REM Aufnahmen von behandelten und unbehandelten Ovarialkarzinom-Aggregaten
Die Ovarialkarzinom-Aggregate A2780 und HEY wurden fiir 96 h Wachstumsphase fiir weitere 48 h mit P8-
D6 [1 uM] und PBS behandelt. Anschlief3end erfolgten eine Fixierung und Dehydrierung, Trocknung und
Goldbeschichtung. Im Anschluss erfolgte die Rasterelektronenmikroskopische Vermessung. A, B: A2780, C,
D: HEY, Skala entspricht 20 pm
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Anders ist es bei den unbehandelten OvCar8 Spharoiden, bei denen eine glatte Oberfla-
chenstruktur wahrend der Wachstumsphase entstanden ist. Es scheint, dass die Zellen
relativ stark ineinander vernetzt sind und eine Einheit bilden. Durch die Behandlung mit
P8-D6 werden diese 3D-Strukturen angegriffen, Zellen werden durch die Behandlung
apoptotisch und das Gebilde wirkt optisch im Mikroskop poros. Die A2780 Aggregate sind
nach der Behandlung deutlich kleiner, sind trotz Fixierung deutlich instabiler und in der
Nahaufnahme lassen sich durchlocherte Zellen erkennen. Auch die OvCar8 Spharoide zei-
gen keine glatte Oberflachenstruktur mehr. Auf der Oberflache sind dhnlich zu den A2780
Aggregaten die einzelnen Zellen erkennbar. Zudem wirken auch diese Strukturen pordser

und deutlich verandert.

A B

OvCar8 - PBS

OvCar8 - 1 ptM P8-D6

Abb.4.36: REM Aufnahmen von behandelten und unbehandelten Ovarialkarzinom-Sphiroiden
Die Ovarialkarzinom-Spharoide OvCar8 und SKOV-3 wurden fiir 96 h Wachstumsphase fiir weitere 48 h mit
P8-D6 [1 uM] und PBS behandelt. Anschliefiend erfolgten eine Fixierung und Dehydrierung, Trocknung und
Goldbeschichtung. Im Anschluss erfolgte die Rasterelektronenmikroskopische Vermessung. A, B: OvCar8,
C, D: SKOV-3, Skala entspricht 20 pm

4.4.3.2 Mammakarzinom-Zelllinien
Wie bereits fiir das Ovarialkarzinom beschrieben ist auch die Bildung der Mammakarzi-

nom-Sphéroide bzw. -Aggregate individuell fiir Zelltypen. Die MCF-7 Zellen bilden dhnlich
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zu den Sk-Br 3 Zellen eher Aggregate. Im Vergleich dazu bilden die UF-182 Zellen kom-
pakte Spharoide mit nekrotischem Kern (Abb.4.37). Nach Behandlung wirken die UF-182
Spharoide in den Phasenkontrastaufnahmen relativ unverandert. Die MCF-7 und Sk-Br 3
Aggregate sind im Vergleich dazu pords und mechanisch instabil geworden. Auch die Mor-

phologie der einzelnen Zellen ist durch die P8-D6 Behandlung deutlich verandert.

W24 heamesen4 8 hulimsn72 hetssuno6 han> Behi24 hamdilu48 hmg
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Abb.4.37: Reprisentative Phasenkontrastbilder von Mammakarzinom-Spharoiden

Die Mammakarzinomzellen MCF-7, Sk-Br 3 und UF-182 wurden fiir 96 h in Ultra Low Attachment Sphéroid
Platten mit normalem Medium kultiviert. Alle 24 h wurden mikroskopische Aufnahmen von diesen Spharoi-
den/Aggregaten gemacht. AnschliefRend wurden die Spharoide /Aggregate fiir weitere 48 h mit P8-D6 [0,1
uM, 0,5 uM, 1 puM, 10 uM] Topotecan [1 pM, 10 pM] und PBS behandelt. Detaillierte Beschreibung siehe
Anhang, Skala entspricht 500 pm

Zur Ermittlung der zytotoxischen Wirkung von P8-D6 gegebiiber 3D- Spharoiden/Aggre-
gate des Mammakarzinoms wurde die in Abschnitt 3.2.5 beschriebenen Methode
angewendet. Die mikroskopischen Aufnahmen nach 48 h Behandlung und CellTox Green

Cytotoxicity Assay Inkubation zeigen in MCF-7 Aggregaten und UF-182-Spharoiden
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eindeutig verstarkte Fluoreszenzsignale fiir 10 uM P8-D6 Proben. Fiir Sk-Br3 Aggregate
ist die erhohte Zytotoxizitat durch P8-D6 visuell kaum erkennbar (Abb.4.38).

1uMP8-D6 10puMP8-D6 1 uM Topo 10 pM Topo

Abb.4.38: Mikr. Aufnahmen der Zytotoxizitit von Mammakarzinom-Sphiroiden/Aggregaten
Unterschiedliche Mammakarzinom-Spharoide/Aggregate wurden mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM],
Topotecan [1 pM, 10 uM] und PBS fiir 48 h behandelt und die Zytotoxizitat mittels CellTox Green Cytotoxi-
city Assay bestimmt Skala entspricht 500 pm

Sk-Br3

UF-182

Dennoch zeigt die Quantifizierung auch hier nach 48 h ein verstarktes Fluoreszenzsignal
in Sk-Br 3 Zellen im Vergleich zur Topotecan oder PBS Behandlung (Abb.4.40). Anhand
der quantifizierten Ergebnisse wird nochmal sichtbar, dass die 48 h mit 10 uM P8-D6 Be-
handlungen in den getesteten Mammakarzinomzellen einen deutlichen
Effektivitatsgewinn bewirken. Dies ist nicht nur im Vergleich zu Topotecan, sondern auch
zu den weiteren getesteten P8-D6 Konzentrationen sichtbar. Die detaillierten Auflistun-
gen der Fluoreszenzaufnahmen und Phasenkontrastbilder fiir 24 h und 48 h sind im

Anhang Abb. VI Abb. VII und Abb. VIII aufgefiihrt.



Ergebnisse

A Zytotoxizitit von MCF-73D B Zytotoxizitit von Sk-Br 3 3D

[CellTox Green Cytotoxicity Assay] 60- [CellTox Green Cytotoxicity Assay]
60+ © 24h © 24h
S A 48h S Iy A 48h
- =
SE 20 T £ 40-
N N T N =
% E % g i a A
S S o
£ o £ doe i
SEPTY RE2010 6 O o o
B A A B
A
o
oo o 0° o Q 0
b“”‘\tef"’\;b“@e@\&\@“&\o‘“@ % bg‘w‘to‘c,@;bx\»‘“b@\\‘:ox\*‘“o@%‘" o
Q%'O ?%.9 W ?%‘v RO 4o¥ Q%'O ?%.9 e Qr“’x’ oY (o?
0 10 20 30 0 50 0 10 20 30 40 _50
24hq P8-D6 P8-D6 P8-D6 P8-D6 Topo  Topo PBS 24hq P8-D6 P8-D6 P8-D6 P8-D6 Tope Topo PBS
48h{ 0,1pM 0,5pM  1pM - 1uM 10 puM 48h{ 0,1pM 05pM 1pM  10pM  1pM 10 pM

C Zytotoxizitit von UF-182 3D
60- [CellTox Green Cytotoxicity Assay]

© 24h

PE I A 48h
S & 101
ISAe)
E
S 8 A 4
£ |4 . A
5’_220-

B

o A
0 1] o o o o o

bQy.\‘t“g,v“:)bw"‘bxe\\““?ow“\&w““ &
Q%.O Q%.Q Q%’ ?5-9 <0 QO?
1‘0 2.0 3.0 4.0 _ _50
24h4 P8-D6 P8-D6 P8-D6 P8-D6 Topo Topo PBS
4 4n]OLuM OSuM  1uM 10WM 1uM 10pM

Abb.4.39: Zytotoxizitit von Mammakarzinom-Spharoiden/Aggregaten nach Behandlung

Nach 24 h und 48 h Behandlung unterschiedlicher Mammakarzinom-Spharoide/Aggregate mit P8-D6
[0,1 uM, 0,5 uM, 1 pM, 10 puM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS wurde die Zytotoxizitat mittels CellTox
Green Cytotoxicity Assay bestimmt. (n=3 +/- SEM). A: MCF-7, B: Sk-Br 3, C: UF-182

Die Apoptoseraten in den Sphdroiden und Aggregaten zeigen zellentlibergreifend fiir die
P8-D6 Behandlung auch hier eine hohe Effektivitat und einen signifikanten Unterschied
verglichen zur Topotecan-Behandlung und PBS Kontrolle (Abb.4.40). Ausgenommen ist
die Behandlung mit 1 uM P8-D6 in den Sk-Br 3 Zellen im Vergleich mit Topotecan. Damit
zeigt P8-D6 auch in der 3D Kultur fiirs Mammakarzinom seine erhohte Effektivitatim Ver-

gleich zu Standardtherapeutika.
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Abb.4.40: Apoptoseinduktion in Mammakarzinom-Sphiroiden/Aggregaten

Nach 48 h Behandlung unterschiedlicher Mammakarzinom-Spharoide/Aggregate mit P8-D6 [0,1 uM,
0,5uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 pM] und PBS wurde die relative Caspase 3/7-Aktivitat mittels
Emissions-Spektroskopie in den Zellen gemessen. (+ SD, one-way ANOVA, * (p <0,05), ** (p <0,01), ***
(p <0,001), **** (p < 0,001)). A: MCF-7, B: Sk-Br 3, C: UF-182

Zur Verifizierung der Aufnahmen zur Zelltoxizitat wurden weitere Lebend-Tot-Farbun-
gen durchgefiihrt (Abb.4.41). Anhand der Lebend-Tod-Farbung ist erkennbar, dass alle
getesteten Mammakarzinom-Aggregate /Spharoide eine hohere Intensitat an Propidiumi-
odidsignal als in der PBS und Topotecan-Kontrolle besitzen. Fiir die Sk-Br 3 Zellen sind
diese Unterschiede weniger ausgepragt als fiir MCF-7 und UF-182 Zellen. Mithilfe der
Brightfield-Aufnahmen zeigt sich, dass durch die Behandlung das Konstrukt instabilisiert
wurde und einzelne apoptotische Zellfragmente im Uberstand verteilt sind. Diese Argu-
mentation wird auch durch das verminderte Hoechst 33342 nochmal bestatigt. (Details
Anhang Abb. XIIIAbb. XIVAbb. XV)

Ein weiterer Faktor, welcher durch Behandlung verandert sein kann, ist die Oberflachen-
beschaffenheit der Spharoide/Aggregate. Wie auch fiir die Ovarialkarzinom-
Aggregate/Spharoide beschrieben, scheint die Behandlung von P8-D6 eine gewisse Poro-

sitdt der Strukturen zu bewirken (Abb.4.42). Diese Veranderungen sind auch fiir die
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Sk-Br 3-Aggregate und UF-182-Spharoide zu verzeichnen. Aufgrund der Instabilitat der
MCF-7 Aggregate konnte keine Fixierung und anschlief3ende Vermessung mittels REM er-
folgen. Sk-Br 3 Proben zeigen eine deutliche Veranderung der Struktur nach Behandlung.
Die mit PBS als Negativkontrolle behandelten Aggregate weisen runde aneinandergela-
gerte Zellstrukturen auf. Die Grof3e der einzelnen Zellen ist relativ homogen, wie bereits
in der Literatur fiir Sk-Br 3 Zellen beschrieben (Colone und Kaliappan, 2016). Auch sind
in den Nahaufnahmen feste runde Strukturen sichtbar. Zwar ist keine Verschmelzung wie
bei den Sphiaroiden zu erkennen, trotzdem sind die Zell-Zell-Kontakte detektierbar. Fiir
die mit P8-D6 behandelten Aggregate ist eine deutliche Veranderung in der Porositat zu
erkennen. Auch verdandert sich die Grofdenverteilung hin zu vermehrt kleineren Zellfrag-

menten.

Brightfield Propidiumiodid Calcein Hoechst 33342 Triple (pi/cal/Hoe)

Abb.4.41: Lebend-Tot-Diskriminierung von Mammakarzinom-Sphiroiden nach Behandlung

Nach 48 h Behandlung der Mammakarzinom Spharoide MCF-7, Sk-Br 3 und UF-182 mit P8-D6 [1 uM], To-
potecan [1 puM] und PBS wurden die Zellen mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitit) und
Hoechst 33342 (Nukleus) angefarbt und mikroskopisch vermessen. A: MCF-7 B: Sk-Br 3 C: UF-182, Skala
entspricht 500 pm
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Brightfield Propidiumiodid Calcein Hoechst 33342 Triple (pi/cal/Hoe)

B Sk-Br3 3D

1uM
P8-D6

1M
Topo
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Topo
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Abb.4.41: Lebend-Tot-Diskriminierung von Mammakarzinom-Sphiroiden nach Behandlung

Nach 48 h Behandlung der Mammakarzinom Spharoide MCF-7, Sk-Br 3 und UF-182 mit P8-D6 [1 uM], To-
potecan [1 pM] und PBS wurden die Zellen mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitdt) und
Hoechst 33342 (Nukleus) angefarbt und mikroskopisch vermessen. A: MCF-7 B: Sk-Br 3 C: UF-182, Skala
entspricht 500 um

Fiir die UF-182 Zellen, die bereits anhand der Phasenkontrastaufnahmen als Spharoide
charakterisiert wurden, kann diese Klassifizierung bestdtigt werden. Die REM-
Aufnahmen zeigen eine deutliche Netzbildung. Diese Spharoide lassen wie auch schon fiir
die OvCar8 Zellen beschrieben keine Einzelzellstruktur mehr erkennen, sondern scheinen
ineinander zu verschmelzen. Dadurch entsteht eine sehr kompakte und glatte Oberflache.
Durch die P8-D6 Behandlung verlieren die UF-182-Spharoide diese glatte Oberflache. Das

Zytostatikum greift die Zellen an, sodass diese apoptotisch und porés werden. Anhand der
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Nahaufnahmen wird auch deutlich, dass sich Zellfragmente bilden, welche sich dann lang-
sam von der Oberfliche ablésen konnen. Zusammenfassend zeigen die REM-
Untersuchungen, dass die P8-D6-Behandlung zelleniibergreifend einen deutlichen Effekt
auf die 3D-Struktur und vor allem auf die Oberflichenbeschaffenheit hat. Diese entste-

hende Porositit zeigt ein Absterben der Zellen innerhalb der 3D-Struktur.

&
W

Sk-Br3-PBS B Sk-Br 3 - 1 uM P8-D6

Abb.4.42: REM Aufnahmen von behandelten und unbehandelten Mammakarzinom-Spharoiden
Die Mammakarzinom-Aggregate /Spharoide Sk-Br 3 und UF-182 wurden fiir 96 h Wachstumsphase fiir wei-
tere 48 h mit P8-D6 [1 uM] und PBS behandelt. Anschlief3end erfolgten eine Fixierung und Dehydrierung,
Trocknung und Goldbeschichtung. Im Anschluss erfolgte die Rasterelektronenmikroskopische Vermessung.
A, B: Sk-Br 3, C, D: UF-182, Skala entspricht 20 um,

4.5 Invivo Ovarialkarzinom-Xenograft-Mausmodell

Tierversuche zur Arzneistofftestung liefern unerlassliche Daten zu Prozessen des Wirk-
stoffs im lebenden Organismus. Fiir die Entwicklung und Zulassung von Arzneimitteln,
gerade in der Onkologie, sind diese Arten von Tierversuchen vorgeschrieben, um Wirk-
samkeit, Vertraglichkeit, Sicherheit und Qualitdt neuer Medikamente zu untersuchen. Um
die Wirksamkeit und Toxizitit von P8-D6 weiter auf in vivo Ebene zu untersuchen, wur-
den Experimente mit SCID/beige-Mdusen, die humane Ovarialkarzinome injiziert
bekommen haben, durchgefiihrt. Die Studiendesigns sind in Abschnitt 3.4 detailliert be-

schrieben
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4.5.1 Erste Behandlungsstudie

Das Studiendesign der zuerst durchgefiihrten Behandlungsstudie mit 36 SCID/beige-
Mausen basierte auf dem 2010 von Bauerschlag et al,, publizierten Versuchsschema. Hier-
fiir wurden den Mausen je 5x10¢ SKOV-3 luc-Zellen injiziert. Es erfolgte eine Messung zur
Kontrolle des Tumoranwachsens an Tag 14. An Tag 28 wurde erneut das Luminzeszenz-
signal zur Ermittlung der Tumorgrofde bestimmt. Anschlieffend erfolgte
Lumineszenzmessung mit Narkotisierung 1x wochentlich. In Abb.4.43 A ist beispielhaft
der Wachstumsverlauf der Tumore von drei Mdusen gezeigt. Das Biolumineszenzsignal
wurde von den Tumorzellen nach Gabe von Luciferin generiert und konnte gemessen
werden. Aus diesen Daten wurde dann die Tumorgréfie und die Lumineszenzintensitit
ermittelt (Abb.4.43 A, B). Trotz der geringen Anzahl an Messpunkten scheint die Tumor-
grofde einen linearen Wachstumsanstieg zu verzeichnen. Fiir die Lumineszenzintensitat
ware auch ein exponentieller Verlauf denkbar, jedoch sind hierfiir zu wenige Messpunkte
erfasst worden.

An Tag 28 wurde dann die erste der 16 geplanten Behandlungen durchgefiihrt. Bereits bis
Tag 28 mussten vier Mause aufgrund einer moglichen Exulzeration des Tumors aus dem
Versuch genommen werden. Fiir die restlichen 32 Tiere wurde die Zytostatika-Therapie
an Tag 28 und Tag 30 durchgefiihrt. Alle im Versuch verbliebenen 32 Tiere mussten auf-
grund der Belastung durch das Tumorwachstum innerhalb der nachsten 9 Tage
euthanasiert werden (Abbruchkriterien) oder verstarben auf Grund des massiven Wachs-
tums trotz intensiver Kontrollen (Abb.4.44 A). Die Uberlebenskurve ermittelt hier einen
p-Wertvon 0,3660 (Statistische Testung: Logrank test for trend) (Abb.4.43 A). Griinde fiir
die Euthanasie (zervikale Dislokation) bzw. das Versterben dieser Mause waren entweder
eine grofde blutbeigemengte perakute Aszitesbildung oder ein intramuskuldrer Tumor,
welcher an einer der beiden Flanken lokalisiert war und zu einer moéglichen Tumorexul-
zeration hatte filhren konnen (Abb.4.44 B, C). Wahrend der Sektion und mittels der
Lumineszenzaufnahmen konnte beobachtet werden, dass die Tumorzellen sich entweder
im Pankreas oder im Muskelgewebe der Flanke angesiedelt haben. Die Lokalisation des

intramuskuldaren Tumors kann nicht durch fehlerhafte Injektion erklart werden.
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Abb.4.43: Tumorwachstum der ersten in vivo Behandlungsstudie

36 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 je 5x10¢ SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 14, Tag 28 und
Tag 36 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere. A: Lumineszenzmessungen der Maus 9, Maus 21,
Maus 22 (alle PBS Behandlung) zur Detektion des Tumors. B: Verteilung der Tumorgrofie fiir Tag 14, Tag 28
und Tag 36 fiir alle 36 SCID /beige-Méuse. C: Lumineszenzintensitét fiir Tag 14, Tag 28 und Tag 36 fiir alle
36 SCID/beige-Mause.

Da das Modell vor einigen Jahren mit SCID/beige-Mausen und SKOV-3 luc Zellen in der
Arbeitsgruppe Bauerschlag etabliert wurde, war mit dem massiven Tumorwachstum mit
starker Aszitesbildung und intramuskuldaren Tumoren nicht zu rechnen. Die Ergebnisse
zeigen, dass die zweifache Gabe der Zytostatika nicht der Grund fiir das Erreichen der
Abbruchkriterien war, da alle Mause aus allen Behandlungsgruppen betroffen waren. Die
Vermutung legt nahe, dass die Tumorzellen aus ungeklarter Ursache (Kultivierungsbedin-
gungen; Unterschiede in der Mauslinie durch genetischen Drift oder Shift) deutlich
aggressiveres Anwachsen bzw. Aszites ausbildet als in der 2010 publizierten Studie. Aus
diesem Grund wurde das Modell erneut etabliert (Methodenetablierung Abschnitt 3.4.3),
um anschliefend eine leicht veranderte Behandlungsstudie durchzufiihren (Abschnitt

4.5.3).
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Abb.4.44: Uberlebenskurve

36 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 5x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert. Bis zum Tag 37 wurden alle Tiere
aus dem Versuch genommen. A: Uberlebenskurve: Vergleich der Behandlungsgruppen P8-D6, Topotecan,
PBS im Uberleben (2x Behandlung) p-Wert: 0,3660 B: Maus 7 zervikale Dislokation wegen perakuter Aszi-
tesbildung, Sektion der Leber und des Pankreas mit Tumor. C: Maus 30 zervikale Dislokation wegen
intramuskuldrem Tumor und méglicher Tumorexulzeration.

4.5.2 Methodenvalidierung

Aufgrund des schweren Verlaufs der Behandlungsstudie in Abschnitt 4.5.1 wurde der
in vivo Mausversuch erneut mit 5 SCID/beige-Mausen etabliert, bevor eine weitere Be-
handlungsstudie begonnen werden konnte. Den 5 SCID /beige-Mausen wurden an Tag 0
je 1x106 SKOV-3 luc Zellen i.p. injiziert. Anschlief3end erfolgte eine wochentliche Messung
der Tumorgrofie mittels Lumineszenz und Ultraschall sowie die Kérpergewichtsbestim-
mung. Das minimale Korpergewicht der Mause lag dabei bei 85 % verglichen zum
Zeitpunkt der Tumorinjektion (Abb.4.45 A). Ab der ersten Messung an Tag 7 konnten in
allen Tieren Minitumore sowohl mittels Ultraschalles als auch mit Lumineszenzmessung

detektiert werden. Exemplarisch von einem Tier ist der wochentliche Lumineszenz-
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Verlauf des Tumorwachstums dargestellt (Abb.4.45 D). Die Tumorzellen haben sich dabei
nach der Injektion vermehrt in Pankreasnahe angesiedelt. Im weiteren Verlauf des Ver-
suches wurde der Tumor auch in der Nadhe der Leber lokalisiert. Aufderdem konnte ein
weiterer kleiner Tumor leicht unterhalb der Einstichstelle lokalisiert werden (Tab. 4.3).
In der tdglichen Kontrolle des Allgemeinzustands der Tiere wurde an Tag 34 eine Maus
gefunden, die laut Obduktion einer Tierdrztin wahrscheinlich an Herzversagen verstarb.
Dies geschah sehr wahrscheinlich unabhédngig von dem durchgefiihrten Tierversuchsvor-
haben. In der wochentlichen Lumineszenz- und Ultraschallmessung am Tag zuvor war
kein Abbruchkriterium erreicht worden. An Tag 36 wurden die weiteren 4 Tiere aufgrund
einer Grofee des Tumors von 1 cm (Abbruchkriterium) und leichter Aszitesbildung aus
dem Versuch genommen. Die vier Mdause wurden vor Versuchsende nochmal mittels Ult-
raschall- und Lumineszenzmessung untersucht. Anschliefdend erfolgten die zervikale
Dislokation und die Sektion der Tumore sowie bestimmter Organe. Die Uberlebenskurve
in Abb.4.45 A zeigt den zeitlichen Verlauf des Experiments. Die Messung der Lumines-
zenzssignale der Tumoren zeigt einen deutlichen Anstieg der Tumorgréfie und des
Lumineszenzsignals im Verlaufe der Studie. Einzelne Messungen zeigen ein schrumpfen
des Tumors (Abb.4.45 B), welches durch die Ultraschallmessung jedoch wiederlegt wer-
den konnte (Abb.4.46). Das bedeutet, dass auch die Lumineszenzmessung eine gewisse
Ungenauigkeit aufweist. Auch ein linearer Anstieg kann nicht deutlich herausgearbeitet
werden.

A Verlaufe
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Abb.4.45: Tumorwachstum der in vivo Methodenentwicklung

5 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 je 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und ab Tag 7 wdchentlich das
Tumorwachstum mittels Lumineszenzmessung bestimmt, sowie der Allgemeinzustand der Tiere begutach-
tet. A: Uberlebenskurve, Gewichtsveranderungen im Verlauf der Studie. B: woéchentliche Veranderungen
der Tumorgréfie pro Maus. C: wochentliche Verdnderungen der Lumineszenzintensitat pro Maus. D: Lumi-
neszenzmessungen der Maus 4 zur Detektion des Tumors.

Um weitere Kontrolldaten neben der Lumineszenzmessungen zu nutzen, wurden die
Mause wahrend der Narkose auch per Ultraschall untersucht. Diese Untersuchungsme-
thode lieferte eine Abschitzung der Tumorgréfie. Wie bereits beschrieben konnten
bereits am Tag 7 Tumore <1lmm in allen 5 Mausen detektiert werden. Der Verlauf der
Grofdenentwicklung gemessen mit Ultraschall ist in Tab. 4.3 dargelegt. Anhand der Ultra-
schallaufnahmen konnte auch die genaue Lokalisation des Tumors detektiert werden.
Auffallend ist, dass in allen Mausen ein Primartumor kranial am Pankreas lokalisiert ist.
Abb.4.46 zeigt die zugehorige, wochentliche Ultraschalldokumentation der Maus 4 iiber

den gesamten Versuchsverlauf.
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Tab. 4.3: Ultraschalluntersuchung wihrend der Methodenetablierung

Tag 7 @ 0,5-0,8 mm
Tag 14 Z 1 mm
—  Tag21 71 mm PanKkreas (kranial)
B o7 £ 1 Applikationsstelle
5 198 2>,1 mm Abdomina (kaudal)
= Tag33 5,8 mm x 2,8 mm
Tag 36 7,5 mm x 3,2 mm
Sektion primar: kran. Pankreas, sekundir: Leber; Aszites
Tag 7 @ 0,9 mm
Tag 14 Z1mm
Tag 21 % 2,5 mm Pankreas (kranial u. kaudal)
N 44 Abdomina (kaudal, sinister)
g Tag27 2 4,4 mm Leber (infra)
g Tag 33 8,8 mm x 5,9 mm (Pankreas kaudal) Harnblase
Tag 36 6 mm x 5 mm (unter Leber);
2,9 mm x 2,4 mm (Harnblase)
Sektion primar: kran. Pankreas, multiple Tumore (Milz, Leber); Aszites
Tag 7 20,5 mm; @ 0,3 mm
Tag 14 @ 2,5 mm
o
@ Tag 21 @ 3,5 mm Pankreas (kranial)
g Tag 27 6 mm x 2,5 mm
Tag 33 8 mm x 3,5 mm
Sektion Tot an Tag 34 - Herzversagen; Aszites (hamor.)
Tag 7 Z 1 mm
Tag 14 2X @2 mm
< Tag 21 2,8 mmx 2,6 mm Pank K ial
S opay  mm22mmcisnn ek G
és & 3,8mmx 1,8mm
Tag 33 7,2 mm x 3,5 mm; Aszites
Tag 36 10 mm Lange; Aszites
Sektion primdr: kran. Pankreas, multiple Tumore (Milz, Leber); Aszites (hdmor.)
Tag 7 2 0,8 mm
Tag 14 21 mm
w Tag 21 3x 2 2 mm Pankreas (Kranial u. kaudal)
g Tag 27 @4 mm; @ 3 mm; Abdomina (Eierstock)
= Tag 33 5,6 mm x 3,3 mm; 5 mm x 3 mm
Tag 36 12 mm Lange
Sektion primadr: kran. Pankreas, multiple Tumore (Milz, Leber); Aszites (hdmor.)
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Abb.4.46: Tumorwachstum der ersten in vivo Behandlungsstudie

Wahrend der Methodenetablierung wurden zusatzlich zu den Biolumineszenzmessungen auch Ultraschall-
untersuchungen durchgefithrt. Mithilfe dieser Methode konnte ohne invasiven Eingriff das
Tumorwachstum beobachtet und mit den Messungen der Biolumineszenz verglichen werden. Die Ultra-
schallaufnahmen zeigen repréasentativ die Messungen an Tag 14, Tag 21, Tag 27 und Tag 33 fiir die Maus 4.
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Durch die deutliche Verminderung der Zellzahl von 5x10¢ auf 1x106 SKOV-3 luc Zellen
und die deutlich frithere Detektion der Tumore konnte das Tumorwachstum besser kon-
trolliert werden. Deshalb wurde diese Methodenetablierung als Grundlage fiir die zweite
Behandlungsstudie gewahlt.

Zudem wurden fiir die Gewebe und Tumore aus der Methodenetablierung erste immun-
histologische Farbungen angefertigt (Abb.4.47). Hierbei wurden HE-Farbungen, Cleaved
Caspase-3 und Ki-67 Antikorper-Farbungen durchgefiihrt. Diese Untersuchung diente der
Etablierung der Farbungen fiir die nachfolgende Behandlungsstudie. Die immunhistolo-
gischen Schnitte zeigen deutlich, dass der Proliferationsmarker Ki67 die vermehrte
Zellteilung im Tumorgewebe detektieren kann. Zudem konnten kleine Areale nachgewie-
sen werden, in denen die Caspase leicht erh6ht war. Da keine Behandlung mit Zytostatika

durchgefiihrt wurde, war jedoch auch keine erhéhte Caspaseaktivitdt zu erwarten.
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Abb.4.47: Immunhistologische Untersuchungen unterschiedlicher Gewebe der Maus nach Metho-
denetablierung

Nach Erreichen der Abbruchkriterien (Tag 36) wahrend der Methodenetablierung wurden den Mausen Ge-
webeproben entnommen. A-E zeigen reprasentative histologische Schnitte durch Pankreas, Tumor, Leber
und Milz eines Versuchstieres nach Farbung von Ki67 und Cleaved Caspase-3.
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4.5.3 Zweite Behandlungsstudie

Aufbauend auf den Erkenntnissen der ersten Behandlungsstudie mit 36 SCID/beige-
Mausen mit einem unkontrollierten Tumorwachstum und der anschlief3end durchgefiihr-
ten Etablierungsstudie mit 5 Mausen, wurde eine leicht abgewandelte zweite
Behandlungsstudie durchgefiihrt. Wie den Methoden in Abschnitt 3.4.4 zu entnehmen ist,
wurde in dieser zweiten Behandlungsstudie die Menge der injizierten SKOV-3 luc Tumor-
zellen auf 1x106 Zellen pro Maus (i.p.) reduziert. Zudem erfolgte die Kontrolle des
Tumorwachstums via Biolumineszenz- und Ultraschallmessung ab Tag 7 und die Behand-
lung ab Tag 8. Dartiber hinaus erfolgte eine Reduktion der Behandlungsdosis auf 0,5
mg/kg KG aufgrund von weiteren Erkenntnissen der AG Peipp zur Toxizitat in
SCID/beige-Mausen. Die AG Peipp berichtete von einer MTD in SCID /beige-Mausen von 1
mg/kg KG bei einer 4-fach i.v. Gabe.

Nach Injektion der humanen Ovarialkarzinomzellen, konnte bereits an Tag 7 in 23 Mau-
sen ein gutes Tumorsignal detektiert werden. Die Behandlung ab Tag 8 erfolgte iv. in 3
Gruppen, P8-D6 [0,5 mg/kg KG], Topotecan [0,5 mg/kg KG] und PBS, zweimal wochent-
lich. Neben der Wachstumskontrolle des Tumors via Biolumineszenz und Ultraschall
wurde eine Gewichtskontrolle durchgefiihrt. In der Abb.4.48 A sind die Biolumines-
zenzaufnahmen von Tag 7, Tag 14, Tag 21, Tag 32 und Tag 35 fiir zwei exemplarisch
Mause aus jeder Gruppe aufgefiihrt (detaillierte Aufzeichnung Anhang Abb. XVIII). Es er-
folgte aufgrund von technischen Problemen mit dem Messgerat keine Messung an Tag 28.
Aus den Aufnahmen von Tag 7 und den Auswertungen der Tumorgrofie und der Signal-
stairke des Biolumineszenzsignals (Abb.4.48 B, C) ist zu entnehmen, dass die
Tumormenge pro Maus zum ersten Messpunkt (Tag 7) relativ konstant in allem Mausen
war. Nach den ersten beiden Behandlungen an Tag 8 und Tag 11 erfolgte eine weitere
Messung des Tumorsignals an Tag 14. Fiir diese Messung lasst sich eine leichte Tendenz
der besseren Tumorwachstumshemmung durch P8-D6 zeigen. Dieser Effekt verstarkt
sich im Laufe der Zeit. Dies sind erste in vivo Hinweise fiir eine antitumorale Wirkung von

P8-D6 bei der Therapie des Ovarialkarzinoms.
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Abb.4.48: Tumorwachstum der zweiten in vivo Behandlungsstudie - Biolumineszenz
24 SCID /beige-Mausen wurden an Tag 0 je 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 7, Tag 14, Tag 21,
Tag 32, Tag 35, Tag 39 und Tag 42 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere. Die Tiere wurden zwei-
mal-wdchentlich mit P8-D6, Topotecan oder PBS behandelt. A: Exemplarische Lumineszenzmessungen der
Maus 12 und Maus 23 aus der P8-D6-Gruppe, der Maus 7 und Maus 19 aus der Topotecan-Gruppe und der
Maus 2 und Maus 4 aus der PBS-Gruppe zur Detektion des Tumors und Menge an Tumormaterial. Vertei-
lung der Tumorgrofie (B) und der Lumineszenzintensitat (C) aller Mause fiir Tag 7, Tag 14, Tag 21, Tag 32,
Tag 35 und Tag 39 bezogen auf die jeweilige Behandlung.
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Neben den Biolumineszenzuntersuchungen wurde die Tumorgréfde auch per Ultraschall
vermessen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die schnelle Erkennung von Aszites.
Die Abb.4.49 A zeigt exemplarisch fiir jede Behandlungsgruppe den Verlauf des Tumor-
wachstums einer Maus von Tag 7 zu Tag 14 und Tag 32. Die Aufnahmen kénnen zeigen,
dass an Tag 7 die Tumore relativ gleichgrofd waren. PBS zeigt einen etwas kleineren Tu-
mor verglichen zu Topotecan oder P8-D6. An Tag 14 konnte P8-D6 eine Tumorreduktion
verursachen, hingegen zeigte die Kontrollen ein Tumorwachstum. Eine deutliche Raum-
forderung der Tumorzellen konnte in der PBS-Kontrolle an Tag 32 vermessen werden.
Verglichen dazu zeigen P8-D6 und Topotecan an diesem Messpunkt eine deutliche
Wachstumsreduktion des Tumors. Dabei liegt Topotecan noch sichtlich unter der Reduk-
tion von P8-D6. Die Vermessung erfolgte mittels 3D-Ultraschall, sodass diese Ergebnisse
quantifiziert werden konnten und in Abb.4.49 B dargestellt sind.

A P8-D6é6 TOpOtecan PBS B Tumorgréfse Pltraschall

150910

= 1259 5

TumorgréfRe [mm?]
J

@ Maus
@ Maus 1.
Maus 1

7 14 21 28
Zeit [Tag]

= ASZitéS, _P_éﬂ]i’f‘eas

Magen

Abb.4.49: Tumorwachstum der zweiten in vivo Behandlungsstudie - Ultraschall

24 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 je 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und ab Tag 7 erfolgte zweimal-
wochentlich eine Ultraschalluntersuchung und eine Behandlung mit P8-D6 und Kontrollen ab Tag 8.
A: Exemplarische Ultraschallmessung der Maus 12 [P8-D6], Maus 19 [Topotecan] und der Maus 4 [PBS] zur
Detektion des Tumorgrofie von Tag 7 zu Tag 14 und Tag 32. B: Quantifizierung der Tumorgréfie (3D Ultra-
schall) der Maus 4, Maus 12 und Maus 19 C: Ultraschallaufnahme der Maus 12 an Tag 32, die ein im
Ultraschall detektierbares Aszites gebildet hat.

Im Laufe der Studie zeigte sich bei der P8-D6 behandelten Kohorte eine hamatologische

Toxizitat. In Abb.4.49 C ist zu erkennen, dass die Maus 12 an Tag 32 eine solche Aszites
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ausgebildet hat. Aufderdem zeigt diese Aufnahme die Leber, den Pankreas und den Magen.
Eine in vivo Xenograft-Mausmodell dient nicht nur zur Generierung von Daten zur Wirk-
samkeit eines Wirkstoffes, sondern zeichnen meist auch den Uberlebensvorteil auf und
liefern Daten zur Toxizitat eines Wirkstoffs im untersuchten System. Wahrend der gesam-
ten Studie wurden Gewichtsveranderungen dokumentiert. Keine Maus erreichte dabei
den ethisch kritischen Wert von 20% Gewichtsreduktion (Abb.4.50 B).

Im Verlauf der ersten Behandlungsstudie zeigte sich das Tumorwachstum von SKOV-3 luc
Zellen in SCID/beige-Mausen bereits als sehr aggressiv. Der Tumor wurde jeweils i.p. in
den Bauchraum injiziert und siedelte sich relativ schnell im Bereich des Pankreas an. Die
Sektionen aller durchgefiihrter Studien konnte eine starke Metastasenbildung im Bereich
des Diaphragmas und haufig auch kleine Metastasen an der Leber nachweisen. Zudem
entwickelten die Tiere haufig kurz vor der Euthanasie eine mittelstarke Aszites.

Fiir die zweite Behandlungsstudie ist die Uberlebenskurve in Abb.4.50 A gezeigt. Nach der
Euthanasie wurden alle Tiere seziert und die Tumore, die Milz, die Leber, die Niere und
der Pankreas wurden fiir weitere Untersuchungen in Paraffinblécke eingebettet.
Wahrend dieser Studie verstarben an Tag 28 je drei Mause aus der PBS und der Topote-
can-Gruppe in der Narkose an Herzkreislaufversagen aufgrund eines schlechten
Allgemeinzustands. Wahrend der Sektion war erkennbar, dass das Ovarialkarzinom, wel-
ches sich vermehrt im Pankreas ansiedelt auch das Diaphragma befallen hat und dort
vermutlich so die Atemmuskulatur beeintrachtigt wurde. Zudem litten die PBS Mause an
einer leichten Aszites. Im weiteren Verlauf mussten alle P8-D6 Mause an Tag 32 bzw
Tag 35 euthanasiert werden, da bei diesen Tieren eine hamatologische Toxizitat auftrat.
Die Abb.4.50 D zeigt links eine mit P8-D6 behandelte Maus an Tag 35 im Vergleich zu
rechts einer PBS behandelten Maus. Dieses Bild soll verdeutlichen, dass durch die Be-
handlung mit P8-D6 das blutbildende System angegriffen wurde. Diese Mduse weisen eine
auffallig weifde Hautfarbung auf, sodass die Tieradrztin einen Erstickungstod befiirchtete
und die Tiere aus dem Versuch nahm. Bei der Sektion der Tiere wurde in allen P8-D6 be-
handelten Mausen eine deutlich verkleinerte Milz obduziert, weshalb fiir alle Mause die
Milzgrofde nach Sektion bestimmt wurde und in Abb.4.50 C dargestellt ist. Die restlichen
Tiere wurden an Tag 35, Tag 39, Tag 42 bzw. Tag 47 euthanasiert, nachdem sie eine Aszi-
tes ausgebildet haben. Die Uberlebenskurve zeigt, dass Topotecan, aufgrund der
auftretenden hamatologischen Toxizitat und einhergehenden Aszitesbildung, in diesem

System einen Uberlebensvorteil im Vergleich zu P8-D6 besitzt.
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Abb.4.50: Uberlebenskurve und Veridnderungen durch P8-D6-Behandlung

A: Uberlebenskurve der 24 SCID/beige-Miuse, die ab Tag 8 zweimal-wdchentlich mit P8-D6, Topotecan
oder PBS behandelt wurden. B: Gewichtsveranderungen der Mause wihrend der Studie zur Kontrolle des
Allgemeinzustandes. C: Milzgrofie nach Sektion. D: Himatologische Toxizitat der P8-D6 behandelten Mause
wurde obduziert und durch Hautfarbenvergleich mit PBS behandelten Mausen verglichen (Maus 23 versus
Maus 4)

4.6 Biomarker

Ein individuelles Ansprechen von Patientinnen auf die Krebstherapie wurde bereits
mehrfach thematisiert. Neue, innovative und hochwirksame Wirkstoffe sind wichtige
Werkzeuge, um fiir Patientinnen, die auf die Standardtherapie nicht ansprechen, weitere
Therapieoptionen zu ermoglichen. Durch die hohe Diversitit der Tumore sind nicht alle
Wirkstoffe gleich effektiv fiir jede Patientin. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die
Topo I- oder Topo II-Expression ein Biomarker fiir die Therapie mit P8-D6 darstellen
konnte. Dafiir wurden die Expressionseigenschaften der in dieser Arbeit untersuchten
Zellen ohne Behandlungseinfluss mittels SDS-Page und Western Blot untersucht. Die De-
tektion der Topo I und Topo II-Expressionslevel erfolgte mit spezifischen Antikorpern.

Zur Vergleichbarkeit wurden die Gesamtproteinmengen daquivalent gewahlt. Die
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Untersuchung zeigt, dass eine hohe Topo [-Expression in allen getesteten Tumorzellen
vorliegt. Im Vergleich dazu zeigen die HOSE Zellen eine kaum detektierbare Topo I-Ex-
pression. Die Detektion der Topo II-Expression war deutlich schwieriger durchzufiihren,
da die meisten getesteten Topo II-Antikorper eine geringe Spezifitdt aufwiesen. Auch
kann am reprasentativen Blot in Abb.4.51 verdeutlicht werden, dass in den meisten Zellen
nur eine geringe Topo II-Expression zu finden ist. Ausgenommen sind hier OvCar8-Zellen
mit einer hohen Expression an Topo II o und B. Fiir die Ovarialkarzinomzellen konnte in
allen Zellen eine Topo II a- und B-Expression detektiert werden. Am geringsten war die-
ser Wert flir UF-168T Zellen. Bei den Mammakarzinomzellen weisen Sk-Br 3 Zellen eine
grofde Menge an Topo Il o Enzymen auf, die Topo II § Expression ist vergleichsweise ge-
ring. MCF-7 zeigen fiir beide Enzyme eine deutliche Bande. MDA-MB 231 und UF-182
Zellen weisen auch Banden auf, jedoch mit einem geringeren Expressionsprofil. Fiir die
HOSE Zellen kann bei deutlicher Kontrasterhéhung bzw. Verlangerung der Expositions-
zeit eine Topo II o und 3 Bande detektiert werden. Die Expression ist jedoch deutlich
geringer als die der Tumorzellen.

Um einen Biomarker zu finden, muss das Expressionslevel eines bestimmten Enzyms mit
der Effektivitit in Tumorzellen korrelieren. Zur besseren Vergleichbarkeit sind in
Abb.4.51 die relativen Caspaseaktivitiaten (1 uM P8-D6 Behandlung) und ein reprasenta-
tiver Western Blot aufgefiihrt. Es ist leicht zu erkennen, dass keine starke Korrelation der
Effektivitit mit den einzelnen Expressionsmustern zu detektieren ist. Einzige Aussage aus
diesem Vergleich ist, dass mit sehr deutlich niedriger Expression aller Topoisomerasen,
wie in den nicht-tumorassoziierten HOSE Zellen, kaum eine Wirksamkeit des Zytostati-
kums zu detektieren ist. Dies konnte jedoch auch an anderen Faktoren, wie der deutlich

verringerten Generationszeit liegen.
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Abb.4.51: Charakterisierung der Expression von Topo I und II

Fiir die verwendeten Mammakarzinom- und Ovarialkarzinomzelllinien wurden die Topo I und II Expressi-
onen ohne Behandlungseinfluss untersucht. Der reprasentative Western Blot zeigt die Topo I und Topo Il o
u. B Expression und die Ladekontrolle mit HSP 90. Gegeniibergestellt wurde die Effektivitiat von P8-D6 (re-
lative Caspase Aktivitat bei 1 puM P8-D6 Behandlung), um eine Korrelation der Expression mit der
Effektivitat (Biomarker) erkennen zu lassen.
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5. DISKUSSION UND AUSBLICK

Die Entwicklung und weitere Untersuchung innovativer zytotoxischer Verbindungen mit
geeigneten physikochemischen Eigenschaften fiir eine Therapie unterschiedlicher gyna-
kologischer Tumore besitzt hohe klinische Relevanz. Dabei stellt Brustkrebs in der
gynakologischen Onkologie den haufigsten und Ovarialkarzinom den aggressivsten Tu-
mor da. Bezogen auf das Ovarialkarzinomen haben sich in den vergangenen Jahren die
Erfolgsquoten durch die Kombination aus chirurgischer Behandlung und Chemotherapie
zwar wesentlich verbessert, dennoch ist die Rezidivrate weiterhin sehr hoch und viele
Patientinnen versterben. Resistenzentwicklungen und schwere Nebenwirkungen wah-
rend der Therapie sind dabei Griinde fiir einen unzureichenden Behandlungserfolg. Die
in der AG Clement in Kiel entwickelte Substanz P8-D6 ist ein wirksamer Induktor der
Apoptose in schnellteilenden Tumorzellen, indem es als dualer Topoisomerase-Inhibitor
wirkt.

Um das Ziel, die Etablierung von P8-D6 als potenziellen Arzneistoffkandidat fiir die The-
rapie des fortgeschrittenen Ovarial- und Mammakarzinoms, weiter voranzubringen,
wurde die Wirksamkeit und Toxizitat von P8-D6 auf praklinischer Ebene intensiv unter-
sucht. Die praklinische Arzneimittelentwicklung untergliedert sich in in vitro und in vivo
Untersuchungen. Nach erfolgreicher Testung der Wirksamkeit und Toxizitit eines Arz-
neistoffs auf zelluldrer Ebene, erfolgt die Testung im lebenden Organismus, um fiir den
Wirkstoff sowohl die Pharmakodynamik als auch die Pharmakokinetik genauer zu be-
stimmen.

Entitatsiibergreifende Untersuchungen an Tumorzellen zeigten bereits die hohe Leis-
tungsstarke von P8-D6 als potenziellen Wirkstoff in der Krebstherapie. Die vom NCI
erhobenen Daten ermdglichen eine Fritherkennung des Potentials eines neuen Krebsme-
dikaments, indem das NCI iiber eine grofde getestete Substanzbibliothek verfiigt und mit
derselben Methode Wirkstoffe testet. So entsteht eine sehr gute Vergleichbarkeit der
Wirksamkeit und Zelllinienempfindlichkeit auf Tumorzellen zu anderen Standardthera-
peutika oder anderen, neuen innovativen Wirkstoffen. Aufierdem wird in der
Untersuchung nachgewiesen, ob der Wirkstoff ein einzigartiges Profil der Zelltétung, ei-
nen einzigartigen Wirkmechanismus besitzt oder es keinen Resistenzmechanismus mit
etablierten Wirkstoffen teilt (Paull et al, 1989; Shoemaker, 2006; Chabner, 2016). Die Er-
gebnisse  wiesen nach, dass P8-D6 als Topoisomerase-Inhibitor eine

wachstumshemmende Wirkung (GIso) bei 0,05 uM in 60 humanen Tumorzellen besitzt
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und sich in den Ovarialkarzinomzellen im Vergleich zu Standardtherapeutika, wie Topo-
tecan (GIso: 0,23 pM) oder Cisplatin (Glso: 15,66 uM) mit einem Glso-Wert von 0,12 uM
potenter prasentierte. Fiir Mammakarzinome erreichte P8-D6 einen Glso von 0,13 pM.
2019 wurden von MILLER die NCI 60-Ergebnisse fiir ein neuartiges 11-substituiertes El-
lipticin, einen Topo II-Inhibitor, publiziert. Die Substanz NSC 762123 zeigte im ,five dose
assay“ dabei in den Nierenkarzinomzellen A498 die hochste Potenz mit 386 nM. Vergli-
chen damit besitzt P8-D6 in den A498 Zellen einen Glso Wert von 20 nM und zeigt sich

deutlich potenter.

5.1 Targetkontrolle

Nach erfolgreicher Aufklarung des Wirkmechanismus von P8-D6 als duales Topoisome-
rase-Inhibitor durch AICHINGER et al. (2020) in Kolonkarzinomzellen, sollten weitere
Wirksamkeits- und Toxizitatsstudien in Kiel am Ovarialkarzinom und Mammakarzinom
erfolgen. Die Wirksamkeit hdngt jedoch stark vom Erreichen seiner intrazelluldren Ziel-
struktur - Topo I und II - ab, die beide im Kern der Zelle lokalisiert sind. Aus diesem Grund
wurde zusatzlich zu den bereits getesteten Kolonkarzinomzellen eine Zielkontrolle an
verschiedenen Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomzellen durchgefiihrt, die verdeut-
lichte, dass P8-D6 bereits bei geringer Behandlungskonzentration in den Zellkern
diffundiert und sein Zieltarget in Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomzellen erreicht.
Eine weitere Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Wirkung einer Verbindung ist die Pra-
senz bzw. Expression des Targets in dem getesteten System. Topoisomerasen spielen eine
Schliisselrolle bei der DNA-Replikation und sind Ziel mehrerer Chemotherapeutika. Wah-
rend Topol den Einzelstrangbruch induziert, ist Topo Il fiir den Doppelstrangbruch
verantwortlich. Allgemein ist bekannt, dass Topo I und Topo II B konstitutiv wahrend des
gesamten Zellzyklus in allen Geweben exprimiert werden (Baker et al, 1995; Ng et al,
1997), Topo Il a hingegen ein zellzyklusabhangiges Expressionsmuster aufweist (Isaacs
etal, 1996). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die getesteten Tumorzellen eine
deutliche Uberexpression von Topo I im Vergleich zu den nicht-tumorassoziierten Zellen
aufweisen (Abschnitt 4.6). Es wurde bereits vermehrt die Topo-Expression in verschie-
denen Tumorentitiaten untersucht (Heestand et al,, 2017; Kostopoulos et al., 2009; Braun
etal, 2008). Die Studien konnten zeigen, dass eine erhdhte Topo I Expression und TOP2A-
Amplifikation bei mehreren malignen Erkrankungen vermehrt vorhanden ist (Heestand

et al, 2017). Zudem wurde bereit publiziert, dass Patienten mit Topo I Uberexpression
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einen ersichtlichen Therapienutzen bei einer Behandlung mit Topo I Inhibitoren haben
und Topo I als pradiktiver Biomarker fungieren kann (Braun et al, 2008; Kostopoulos et
al, 2009). Auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigten Tumorzel-
leniibergreifend ein signifikantes Ansprechen auf die P8-D6 Therapie. Die Topo I
Expressionslevel der getesteten Zellen variierten hingegen deutlichen voneinander. Hier
zeigen OvCar8, Sk-Br 3 und MCF-7 eine deutliche Uberexpression, die anderen Tumorzel-
len eine leichte Uberexpression, die jedoch nicht mit einem verbesserten Ansprechen in
OvCar8, Sk-Br 3 und MCF-7 Zellen assoziiert werden kann. Allgemein ist aus den Aufzeich-
nungen des Human Proteinatlas zu entnehmen, dass Topo I im Vergleich zu Topo Il auch
in nicht-tumorassozierten Gewebe vermehrt exprimiert wird (Uhlén et al, 2015).

Obwohl Chemotherapeutika im Allgemeinen Patienten ohne Auswahl von Biomarkern
verabreicht werden, ware es nach Sichtung der Literatur empfehlenswert, Topo I und
Topo Il weiter auf ihre Fahigkeit hin zu untersuchen, das Ansprechen vorherzusagen und
so als Biomarker fungieren. Dafiir sind weitere Untersuchungen erforderlich, die bei-
spielsweise ein Vergleich zwischen verringerter Topo I Expression und dem Ansprechen

zeigen.

5.2 Keine Wirkung ohne Nebenwirkung

»Wenn behauptet wird, dass eine Substanz keine Nebenwirkung zeigt, so besteht der drin-
gende Verdacht, dass sie auch keine Hauptwirkung hat.” (Gustav Kuschinsky, deutscher
Pharmakologe, 1904-1992)

Gerade im Bereich der Onkologie treten Nebenwirkungen als Folge einer spezifischen Tu-
mortherapie, insbesondere nach der Chemotherapie, auf. Sie stellen neben dem
Ansprechen auf den Tumor und der Lebenserwartung den wichtigsten Endpunkt in on-
kologischen Therapiestudien dar, da sie wesentlich die Lebensqualitit eines
Tumorpatienten beeinflussen. Neben der Untersuchung auf Wirksamkeit einer Substanz
sind Hinweise auf moégliche Nebenwirkungen und tolerierbare Dosisbereiche im Men-
schen eine weitere wichtige Saule der praklinischen Arzneistoffentwicklung. Da P8-D6 in
Zellteilungsprozesse eingreift, die nicht nur spezifisch fiir Tumorzellen sind, wurde die
Wirkung von P8-D6 auch auf nicht-tumorassoziierten Zellen getestet. Hierfiir wurden hu-
mane ovariale Oberflaichenepithelzellen und humane Fibroblasten auf morphologische,
proliferative und apoptotische Veranderungen durch die Behandlung untersucht (Ab-
schnitt 4.3.1). Diese Untersuchungen konnten zeigen, dass es in HOSE Zellen zu keiner

signifikanten Beeintrachtigung der Zellintegritit kommt. Die Apoptosemessungen
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zeigten, dass die mit 1 uM P8-D6 behandelten Zellen keinen signifikanten Effekt vergli-
chen zur Negativkontrolle besafden. Der Effekt der 10 uM P8-D6 Behandlung war addquat
zu etablierten Standardtherapeutika. Fiir die schnellteilenden Fibroblasten sind leichte
morphologische Veranderungen und Effekte auf die Viabilitat erst nach 48 h detektierbar,
die identisch zu den Referenzen ausfielen. Die Apoptosemessung zeigte hingegen einen
wahrnehmbareren Effekt auf die Fibroblasten, als dieser in HOSE Zellen und Lymphozy-
ten nachgewiesen wurde. Die Effekte auf Lymphozyten wurden in einem deutlich
geringeren Konzentrationsbereich getestet (Meier et al, 2017). Die verstarkten Effekte
auf Fibroblasten kénnten durch die erhéhte Teilungsrate erklart werden. Durch die ver-
mehrten Replikationsvorgange werden mehr Topoisomerasen bendétigt, welche
wiederum verstarkt durch die Behandlung inhibiert werden.

Diese Testung von P8-D6 an gesunden Zellen ermdéglicht eine Abschatzung von schadi-
genden Effekten auf gesundes Gewebe und stellt somit eine Vortestung fiir das
Nebenwirkungspotential dar. Hierbei lief P8-D6 sowohl in Lymphozyten und HOSE Zel-
len als auch in Fibroblasten keine Anzeichen fiir starke Nebeneffekte erkennen. Bezieht
man Wirksamkeits- und Toxizitatsstudien auf die klinische Therapie, so induziert P8-D6
deutlich (~ um den Faktor 10) starker Apoptose in Krebszellen und kdnnte potenziell in
geringeren Dosen eingesetzt werden als die Standardtherapeutika, um denselben Effekt
zu erzielen. Schlussfolgernd, wenn die Ergebnisse an nicht-tumorassoziierten Zellen mit-
einbezogen werden, sollte P8-D6 entsprechend weniger Nebenwirkungen verursachen.
In der Literatur sind kaum Studien zur Untersuchung der Effekte von dualen Topo-Inhi-
bitoren auf gesundes Gewebe im in vitro Modell bekannt. Fiir die etablierten Zytostatika
Etoposid und Cisplatin wurden Testungen an normalen Lungengewebe durchgefiihrt.
Diese konnten fiir Etoposid einen [Cso-Wert von 4,36 pM und fiir Cisplatin einen [Cso-Wert
von 8,63 uM nach 48 h ermitteln (Davou et al, 2019). Da die BEAS-2B Zellen jedoch an-
dere Charakteristika als die HOSE Zellen aufweisen, ist ein wirklicher Vergleich hier
schwer durchzufiihren. Auf in vivo Ebene liegen bereits Daten zu toxischen Effekten von
dualen Topo-Inhibitoren vor. 2004 beschrieben JONGE ET AL., dass der duale Topo-Inhi-
bitor XR11576 in Tieren vorwiegend Knochenmark- und Magen-Darm-Toxizitat
hervorruft. Erste klinische Daten zeigten jedoch keine auffillige hdmatologische Toxizitat.
Dabei sind die wichtigsten dosislimitierenden Toxizitdten von Topo-Inhibitoren weitge-
hend hamatologisch (Seiter, 2005). In einer klinischen Studie an 92 Patientinnen traten
nach der Behandlung mit Topotecan bei mehr als 50 % der Ovarialkarzinompatientinnen

Leukozytopenien oder Neutropenien Grad 3/4 auf (Creemers et al, 1996). Auch in
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klinischen Studien mit dualen Topo-Inhibitoren, wie Pyrazoloacridin und TAS-103, kam
es vermehrt zu starke hamatologische Nebenwirkungen (Ewesuedo et al, 2001; Ramas-
wamy et al, 2011; Salerno et al,, 2010; van Gijn et al,, 2000).

Ein wesentlicher Vorteil eines dualen Topo-Inhibitors liegt in der geringeren Resistenz-
entwicklung, durch Inhibition beider Topoisomerasen. Die Hemmung nur eines der
beiden Enzyme bewirkt die kompensatorische Hochregulierung des jeweils anderen En-
zyms (van Gijn et al, 2000; Aronson, 2004; Skok et al, 2020). Die Wirksamkeit dualer
Topo-Inhibitoren auf solide Tumore wurde bereits klinisch durch andere Substanzen (z.B.
Intoplicin oder TAS-103) untersucht, jedoch trat neben der bereits beschriebenen hama-
tologischen Toxizitdt auch die Hepatotoxizitat auf, weshalb keine Zulassung erfolgte (van
Gijn et al, 1999; Aichinger et al, 2020; Abigerges et al, 1996; van Gijn et al,, 2000). Die
praklinische Untersuchungen von Intoplicin zeigten keinen Fokus auf den Nachweis von
Hepatotoxizitdt (Riou et al, 1993; Bissery et al, 1993; Poddevin et al, 1993). Aus diesem
Grund und aufgrund von haufigerem Auftreten von Leberschadigungen in der Chemothe-
rapie (King und Perry, 2001) wurden Untersuchungen zur Hepatotoxizitdt von P8-D6 in
vitro an primdren humanen Hepatozyten durchgefiihrt (Abschnitt 4.3.2). Der Fokus dieser
Untersuchungen lag im Nachweis von oxidativem Stress und der Apoptoserate nach 48 h
P8-D6 Behandlung. Bekannt ist, dass der wesentliche Ausloser fiir Hepatotoxizitat in der
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies liegt (Shimizu et al,, 2012; Gomez-Lechon et al, 2010).
Die Ergebnisse konnten eindrucksvoll zeigen, dass im Vergleich zur Negativkontrolle
(PBS) weder apoptotische Veranderungen noch eine Induktion von oxidativen Stresssig-
nalen feststellbar waren. Fiir die mitgefiihrte Positivkontrollen (Doxorubicin), die laut
Literatur hepatotoxische Effekte fordern, wurden ein deutlicher Effekte an den humanen
Hepatozyten nachgewiesen (Rudolfova et al, 2014; Pugazhendhi et al, 2018; King und
Perry, 2001). Da oxidativer Stress als wesentlicher Marker fiir Hepatotoxizitat dient, wei-
sen diese in vitro Ergebnisse auf keine durch P8-D6 induzierte Hepatotoxizitat hin. Zudem
sind primare humane Hepatozyten sehr sensibel im Umgang und stressempfindlich. Tre-
ten in solchen Zellen nicht vermehrt oxidative Spezies auf, kann davon ausgegangen
werden, dass P8-D6 nicht primar den oxidativen Stress in humanen Zellen férdert. Diese
Studienergebnisse liefern demnach auch iibergreifend Auskunft iiber die Induktion von
oxidativem Stress durch die Behandlung mit P8-D6.

Ein nichster logischer Schritt in der Validierung ist die Uberpriifung der in vivo Toxizitét,
da in vitro Untersuchungen nur begrenzt Aussagekraft fiir die in vivo Situation im Men-

schen besitzen. Hierbei sollte ein vermehrter Fokus auf der Hepatotoxizitat liegen.
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Allgemein liefern diese Ergebnisse jedoch gute erste Anhaltspunkte, um folglich teurere

und aus ethischen Grinden beschrankte in vivo Studien durchzufihren.

5.3 Das Tumorwachstum in der Petrischale bremsen

Einen wesentlichen Kern der Arzneimittelzulassung und damit der Arzneimittelentwick-
lung bilden die Trias: Qualitat, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit (§ 1 AMG). Die Qualitat
wird durch das Synthese- bzw. Herstellungsverfahren mit anschlieflender Identitats-,
Reinheits- und Gehaltspriifung gewahrleistet. Die Unbedenklichkeit bezieht sich bei Arz-
neistoffen auf ihr Nebenwirkungspotential, welches durch verschiedene
Toxizitatsuntersuchungen abgeschatzt werden kann und im Abschnitt 5.2 bereits ausgie-
big diskutiert wurde. Da die Wirksamkeit fiir den Entwicklungs- und spéater auch den
Therapieerfolg eines Wirkstoffes zwingend notwendig ist, lag ein wesentlicher Fokus die-
ser Arbeit im Nachweis der Wirksamkeit von P8-D6. Hierfiir wurden unterschiedliche
Ovarial- und Mammakarzinomzelllinien sowie im translationalen Ansatz ex vivo Primar-
kulturen zur Testung herangezogen. Allgemein stellt die Zellkultur ein vereinfachtes, aber
unverzichtbares Werkzeug zur Verbesserung des Verstandnisses von biologischen Pro-
zessen, metabolischen Vorgingen und der Arzneimittelwirkung dar, die durch CARREL
(1912) seinen Ursprung findet, da es unter optimal kontrollierbaren Bedingungen einen
direkten Zugang zu spezifischen Funktionen von Zellen erlaubt. Beginnend mit der 2D
Kultur, diente diese Methode der ersten Abschiatzung der Wirkstarke von P8-D6. Erste
Voruntersuchungen zeigten, dass das Optimum fiir die Behandlungsdauer von P8-D6 bei
48 h lag (Abschnitt 4.4.1.1). Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde P8-D6 im Vergleich
zu etablierten Standardtherapeutika, wie Topotecan, Etoposid und Cisplatin auf die Effek-
tivitat an sechs unterschiedlichen etablierten Ovarialkarzinomzelllinien getestet
(Abschnitt 4.4.1.1). Mit Topotecan und Etoposid wurden Zytostatika mit einem dhnlichen
Wirkmechanismus ausgewahlt. Cisplatin und Topotecan sind etablierte Therapeutika in
der fortgeschrittenen Ovarialkarzinomerkrankung. Diese Untersuchungen konnten eine
starke Proliferationshemmung und signifikant erhohte Apoptoseinduktion nach Behand-
lung mit P8-D6 im Vergleich zu den Kontrollen nachweisen. Als Beispiel besaf3en P8-D6
in A2780 Zellen einen ICso Wert von 0,9 uM und zeigte sich damit um den Faktor > 5 po-
tenter als Cisplatin (ICso: 4,38 uM) in diesen Zellen. Der Effekt in HEY Zellen war in diesen
Testungen noch ausgepragter mit einer Differenz um den Faktor > 10. In der Literatur
werden methodenabhangig fiir Cisplatin in A2780 Zellen nach 48 h Inkubation ICso Werte
von 2,14 uM (Sarkhosh-Inanlou et al, 2020) oder 13,20 uM (Ma et al, 2016) gelistet. Diese
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im Vergleich zu den Kontrollen iiberragende anti-proliferativen Effekte von P8-D6 spie-
geln sich auch in dem pro-apoptotisches Potenzial wider. Die Messung der
Apoptoseinduktion mittels Emissionsspektroskopie zeigte in allen Zellen signifikant ho-
here Signale verglichen zu den Kontrollen. Dabei lagen oftmals die 1 uM P8-D6 Ergebnisse
auf demselben Niveau mit den 10 uM Referenzen. Dieser Faktor ~ 10 zeigte sich bereits
in den ICso Werten der Testung mit HEY Zellen. Zur Verifizierung dieser Aussage wurden
zusatzliche Testungen mit der wissenschaftlich etablierten Methode der Durchflusszyto-
metrie durchgefiihrt. In den getesteten A2780 und SKOV-3 luc Zellen konnte P8-D6 sein
starkes antitumorales Potential erneut bestatigen. 2017 wurden bereits von MEIER et al.
Daten publiziert, die die Wirkstarke von P8-D6 gegeniiber Etoposid und Pyrazoloacridin
mittels Durchflusszytometrie bestimmten. In diesen Ergebnissen konnte gemessen wer-
den, dass P8-D6 [1 uM und 10 puM] in HeLa Zellen nach 24 h ~80% der Zellen in Apoptose
fiihrt. Verglichen dazu lag der Anteil an apoptotischen Zellen nach Etoposidbehandlung
nur bei ~30%. Diese Verhaltnisse stimmen mit den hier in der Arbeit ermittelten Durch-
flusszytometrie-Daten Uberein und zeigen eindrucksvoll den entititsiibergreifenden
antitumoralen Effekt von P8-D6 verglichen zu den momentanen Standardtherapeutika.

Bereits klinisch getestete duale Topo-Inhibitoren wurden zuvor auch praklinisch in in
vitro Modellen an Tumorzellen untersucht. 2002 verglichen MISTRY ET AL. das neuartige
Phenazin XR11576 mit TAS-103 und Topotecan in verschiedenen Entititen. In den MCF-
7 Zellen (BC) besafd XR11576 einen ICso-Wert von 46,7 nM, TAS-103 einen ICso-Wert von
123,1 nM und Topotecan einen ICso-Wert von 112 nM. Gleichzeitig wurden die Substan-
zen auch am Ovarialkarzinom (Zelllinie : A1847) getestet. Hier lagen die ICso-Werte fiir
XR11576 bei 16,5 nM, fiir TAS-103 bei 9,2nM und fiir Topotecan bei 11,9nM. Ein direkter
Vergleich mit den ICso-Werten dieser Arbeit ist nur begrenzt moglich, da ich Inkubations-
zeiten in der Arbeit von MISTRY ET AL. zwischen 4-6 Tagen lagen und eine andere
Zelllinien fiir das Ovarialkarzinom verwendet wurde. Da in beiden Studien jedoch Topo-
tecan als Referenz verwendet wurde, erleichtert dies die Vergleichbarkeit. In den A2780
Zellen zeigte P8-D6 verglichen zu Topotecan einen ~10-fach hoheren ICso-Wert. Vergleich
man TAS-103 oder XR11576 mit Topotecan in A1847 Zellen, so ist TAS-103 1,2fach po-
tenter und XR11576 ist um den Faktor 0,72 aktiv. Eine weitere Studie von AOYAGI ET AL.
untersuchte 1999 TAS-103 auf die Wirksamkeit an unterschiedlichen Tumoren. Hier lag
der ICso-Wert zwischen 0,0030 uM - 0,23 uM. 2000 erschien eine weitere Studie zur in
vitro Wirksamkeit von dualen Topo-Inhibitoren. Hier lagen die ICso-Werte nach 72 h In-

kubation fiir TAS-103 zwischen 0,05 pM - 0,08 uM und fiir Intoplicin zwischen 0,27 uM
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und 1,20 uM (Etiévant et al,, 2000). An diesen Daten kann allgemein eine gute Wirksam-
keit fiir duale Topo-Inhibitoren abgelesen werden.

Um zu zeigen, dass P8-D6 eine neuartige Substanz ist, die liber die einfache Kombination
der Inhibition von Topo I und Topo Il hinausgeht, wurden eine Kombinationstherapie von
Etoposid und Topotecan mit P8-D6 Behandlung verglichen. Es zeigt sich eine signifikant
hohere Apoptoserate in P8-D6 behandelten Zellen im Vergleich zur Kombinationsthera-
pie mit Etoposid und Topotecan. Dieses zeigt das aufderordentliche Potential von P8-D6
in Ovarialkarzinomzellen. Die Ergebnisse weisen einen Nutzen des Kombinationstherapie
aus Etoposid und Topotecan nach, jedoch kommt dieser bei weitem nicht an das Potential
von P8-D6 in derselben Konzentrationsbereichen heran.

Bereits publizierte, experimentelle Daten zur gleichzeitigen Anwendung von Topo I- und
Topo II-Inhibitoren weisen unterschiedliche Erfolge vor. Einige Studien beschreiben ei-
nen geringeren antitumoralen Effekt fiir die Kombinationstherapie verglichen zu
Monotherapie (Kaufmann, 1991). Andere Studien wiederum weisen einen additiven oder
synergistischen Effekt der Kombination nach (Bertrand et al, 1992). Dabei hingt die
Wirksamkeit nicht ausschliefdlich von den eingesetzten Wirkstoffen ab, sondern auch von
dem Konzentrationsverhaltnis und der Applikationsart. Eine sequentielle Applikation
scheint dabei der zeitgleichen Applikation liberlegen zu sein (Camacho et al, 2015; van
Gijn etal, 2000). Diese antagonistische Wirkung bei Simultangabe konnte in dieser Arbeit
nicht bestatigt werden. Eine bereits 2006 durchgefiihrte klinische Studien, die die Kom-
bination von Etoposid und Topotecan gegeniiber der Monotherapie mit Topotecan an
Patientinnen mit rezidiviertem Ovarialkarzinom untersuchten, konnten keinen Kklini-
schen Nutzen der Kombinationstherapie feststellen (Sehouli et al, 2006).

Die Verwendung von primdren Patientenzellen als Testsystem besitzt den wesentlichen
Vorteil, dass in vitro viele der Eigenschaften, wie Permeabilitdt, Kommunikation oder Ex-
pression von Enzymen, erhalten bleiben, die die Zellen in vivo besitzen, sodass biologische
Prozesse besser nachgebildet werden konnen. Zudem ist das Wachstumsverhalten des
Tumors und das Ansprechen auf Therapeutika in der Klinik durch eine starke Diversitat
charakterisiert, weshalb ein grofderes Screening mehr Individualfaktoren in der Untersu-
chung abdecken kann.

Ein 6konomischer Nachteil der Primarzellen ist die begrenzte (nicht-Immortalisierung)
Kultivierung der Zellen. Aufgrund der Verbesserung der reprasentativen Aussage zur
Wirksamkeit durch Verwendung von Primarzellen wurden in dieser Arbeit auch primare

ex vivo Patientenzellen zur Untersuchung herangezogen (Abschnitt 4.4.1.2). Die
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Untersuchungen zeigen, dass neben P8-D6, Topotecan die zweithochste Effektivitatin der
Induktion von Apoptose in Ovarialkarzinomzellen besitzt, diese sich jedoch signifikant
von P8-D6 unterscheidet. P8-D6 zeigt zelleniibergreifend mit zwei unterschiedlichen Me-
thoden deutlich die hochste Apoptoseinduktion im Vergleich zu den Referenzen. Die
Auswahl von Topotecan als Vergleichssubstanz ist einerseits durch den sehr dahnlichen
Wirkmechanismus der Topo I Inhibition und andererseits durch die Relevanz in der Ova-
rialkarzinomtherapie begriindet. Topotecan ist ein etabliertes Therapeutikum zur
Behandlung von rezidivierendem Ovarialkarzinomen und hat sowohl bei platinresponsi-
ven als auch bei platinnonresponsiven Patientenpopulationen eine signifikante
Antitumoraktivitat gezeigt (ten Bokkel et al, 1997; ten Bokkel et al, 2004; Leitlinienpro-
gramm Onkologie, 2020b). Nur ein Mehrnutzen eines neuen Wirkstoffs wiirde die
kostenintensive Therapie rechtfertigen. Diesen Mehrnutzen in der Therapie des Ovarial-
karzinomens konnte fiir P8-D6 in vitro bereits belegt werden.

Mit der Inhibition der Topoisomerasen besitzt P8-D6 einen relativ entitatsunspezifischen
Wirkmechanismus, weshalb eine Therapie des Mammakarzinoms durch P8-D6 auch
denkbar ware. Bereits die Ergebnisse der NCI-Untersuchung konnten zeigen, dass P8-D6
eine hohe Effektivitat gegentliber diesen Tumorzellen besitzt.

Mammakarzinome zeichnen sich durch eine auffallend hohe Anzahl an Neuerkrankungen
aus und sind durch sehr individuelle intrinsische Tumorsubtypen (Hormonrezeptor-po-
sitive, triple negative oder Her2-neu positive Tumore) gekennzeichnet. Dies macht die
Entwicklung neuer, innovativer Arzneistoffe klinisch relevant. Bei der Testung fiel auf,
dass der Effekt von P8-D6 in Mammakarzinomzellen nicht derart tiberragend war wie in
Ovarialkarzinomzellen, jedoch im Vergleich zu den Referenzen signifikant (Abschnitt
4.4.1.3,4.4.1.4). P8-D6 zeigt deutliche Effekte in der Proliferationshemmung, Apoptosein-
duktion in Zelllinien und priméren exvivo Patientenzellen. Fiir die Therapie des
rezidivierten Mammakarzinoms ist die leitliniengerechte Chemotherapie haufig eine
Kombination von Cyclophosphamid mit einem Taxan oder eine Kombination aus einem
Anthracyclin bzw. Topo Il Inhibitors mit einem Taxan. Zwar sind Etoposid, Topotecan und
Cisplatin als Therapeutika in der Leitlinie fiir das Mammakarzinom in Deutschland nicht
verankert und werden damit selten in der Therapie genutzt, trotzdem zeigten einige kli-
nische Studien ein gutes Tumoransprechen von Cisplatin und Etoposid beim
metastasiertem Brustkrebs (Lluch et al,, 1994). Zwar ware ein Vergleich der Standardthe-
rapeutika Cyclophosphamid oder Epirubicin zu P8-D6 eine sinnvolle Erganzung, jedoch

ermoglichen die gewadhlten Referenzen die Vergleichbarkeit zwischen der
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Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomstudie und es werden Zytostatika mit einem dahn-
lichen Wirkmechanismus miteinander vergleichen.

Aufgrund phanotypischer Veranderungen der immortalisierten Zellen im Vergleich zum
in vivo Gewebe konnen sich Unterschiede in der Zellintegritat ergeben. Testungen von
Zellkombinationen, die als interaktive organotypische Kulturen die Vorgange in vivo bes-
ser widerspiegeln, bieten deshalb grofde Vorteile. Aus diesem Grund wurden neben den
2D Monokultur auch die Effekte von P8-D6 auf eine Co-Kultur aus Fibroblasten und Ova-
rialkarzinomzellen untersucht (Abschnitt 4.4.2). Hierbei zeigte sich, dass die Fibroblasten
in der Monokultur eine hohere Apoptoserate besafden als in der Co-Kultur. Fiir die Ovari-
alkarzinomzellen war der Effekt genau umgekehrt. Somit besitzt die Co-Kultur einen
protektiven Effekt fiir die Fibroblasten. Eventuell dadurch geschuldet, dass die P8-D6 Mo-
lekiile auch vermehrt in die Ovarialkarzinomzelle diffundieren und dort an den DNA-
Enzym-Komplex binden. Somit liegen weniger Molekiile ungebunden vor, die in den Fib-
roblasten wirken koénnen. Diese Argumentation lasst jedoch nicht die erhdhte
Apoptoseinduktion der Ovarialkarzinomzellen in der Co-Kultur erkldaren. Die Untersu-
chungen von FU et al. (2013) konnten zeigen, dass die Entwicklung einer Co-Kultur aus
Fibroblasten und Ovarialkarzinomzellen die Proliferationsrate der Ovarialkarzinomzel-
len steigern kann. Ubertridgt man diese Aussage auf die in dieser Arbeit durchgefiihrte
Studie, so konnte die Co-Kultur die Proliferation der Tumorzellen eventuell fordern und
P8-D6 dann verbessert in den Zellteilungsprozess eingreifen. Eventuell befinden sich we-
niger Zellen in der GO-Phase des Zellzyklus und dies steigert das Apoptosesignal
verglichen zur Monokultur. Dies ist eine mdgliche Hypothese, die jedoch noch belegt wer-
den miisste. Fiir die Behandlung mit Etoposid und Topotecan konnte ein vergleichbarer
Effekt der Co-Kultur zur Monokultur detektiert werden. Die Referenzen kommen zwar in
den Ovarialkarzinomzellen sowohl in der Co- als auch in der Monokultur nicht an die Ef-
fektivitit von P8-D6 heran, jedoch besitzen sie auch einen milderen Effekt auf die
Fibroblasten.

Die klassischen 2D-Monoschicht-Modelle zur Testung von neuen Wirkstoffen sind ver-
breitet, jedoch limitiert in ihrer Aussagekraft und Ubertragbarkeit auf die physiologische
Situation von Geweben und Tumoren. 3D-Zellkulturmodelle kénnen das Verhalten der
Tumore deutlich besser imitieren. Sie besitzen dhnlich zum Gewebe ein komplexes Netz
aus Zell-Matrix und Zell-Zell-Interaktionen, die nicht nur die Verteilung und Funktion bi-
ologischer Regulatoren (z.B. Hormone, Wachstumsfaktoren), sondern auch die

Penetration und Aktivitat von Wirkstoffen beeinflussen (Goodman et al, 2007; Kimlin et
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al, 2013; Lagies et al, 2020). Deshalb sind zusatzlich zu den 2D-Modellen auch Wirksam-
keitsstudien mit 3D-Modellen durchgefiihrt worden (Abschnitt 4.4.3).

Ein weiterer wesentlicher Grund, warum die Testung mit Spharoiden gerade in der The-
rapie des metastasierten Ovarialkarzinoms einen grofsen Wissenszugewinn liefert, ist die
in vivo Situation im Aszites. Wahrend der peritonealen Metastasierung entstehen im As-
zites mehrzellige Spharoide, die Chemoresistenz féordern und sich typischerweise im
Bauchraum ausbreiten (Habyan et al,, 2018; Ahmed et al,, 2007). Uber den Ursprung und
die Mechanismen, durch die Spharoide entstehen, ist jedoch wenig bekannt. Das Labor-
modell scheint diese in vivo Situation sehr gut nachzubilden und liefert damit Aussagen

zum Ansprechen der Aszites-Tumorzellen auf das Zytostatikum.
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Abb.5.1: Entstehung von Tumorsphéaroiden im Peritoneum.
Wahrend des Metastasierungsprozesses konnen aus Einzelzellen zum Schutz vor Apoptose Tumor-
spharoide entstehen. Diese bilden dann Metastasen am Mesothel (modifiziert nach Ahmed et al, 2007).

Unterschiedliche Ovarialkarzinom und Mammakarzinomzellen bildeten vielfdltige
Spharoide und Aggregate, die nach einer Wachstumsphase mit P8-D6 behandelt wurden.
Dabei fallt bei einem Blick in die Literatur die Fiille an unterschiedlichen Methoden zur
Generierung von Sphdroiden und Aggregaten auf. Beispielsweise ist fiir die MCF-7 Zellen
haufig eine Methode mit agarosebeschichteten Platten zu finden. Die publizierten
Sphéaroide wirken als Formation kompakter und stabiler als die in dieser Arbeit mit Ultra-
Low Attachment Platten generierten MCF-Aggregate (Pereira et al,, 2017; Sukanya Gayan
etal,2017;Booetal, 2016). Vergleicht man wiederum die MCF-7 Aggregate der Literatur,
die mit Ultra-Low Attachment Platten-Verfahren erzeugt wurden, sind diese sehr dhnlich
zu den hier gezeigten Spharoiden (Kaymak et al, 2018). Ahnliches trifft fiir A2780 oder
HEY, SKOV3 Zellen zu (Raghavan et al, 2015; Niu et al, 2017; Pease et al, 2012).

Der grofde Vorteil der Ultra-Low-Attachment Methode ist der deutlich geringere Einfluss
von zusdtzlichen kiinstlichen Kompartimenten, die wie oben beschreiben die Zell-Matrix-
Interaktion beeinflussen und so Aktivitiat von Wirkstoffen verdndern konnten, weshalb

auf diese Methode zuriickgegriffen wurde. Zusatzlich zur Methode hangt die Bildung von
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Sphadroiden auch stark von den biologischen Eigenschaften der verwendeten Zellen ab,
sodass eine grofde Variabilitdt in der Matrixvernetzung und Porositat herrscht.

Allgemein konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Integritat aller Spharoide/Ag-
gregate durch die Behandlung mit P8-D6 deutlich beeinflusst wurde. Zusatzlich konnte
eine deutlich erhohte Zytotoxizitidt in den mit P8-D6 behandelten Spharoiden/Aggregaten
nachgewiesen werden als in den Kontrollgruppen Topotecan und PBS. Auch eine signifi-
kant hohere Apoptoseinduktion konnte fiir P8-D6 im Vergleich zu den Kontrollen
detektiert werden. Dabei fallt auf, dass P8-D6 wieder um den Konzentrationsfaktor ~ 10
potenter ist als die Kontrollen. Die Veranderungen der Spharoid-/Aggregatintegritat wur-
den neben der Phasenkontrastmikroskopie mittels Rasterelektronenmikroskopie
untersucht. Diese Aufnahmen zeigen sehr eindrucksvoll den Effekt von P8-D6 auf Porosi-
tat und Oberflachenbeschaffenheit der Spharoide/Aggregate. Bislang sind nur wenige
Publikationen veroffentlicht, die ein Zytostatika-behandeltes Spharoides versus unbe-
handeltes Spharoid mittels Rasterelektronenmikroskopie vergleichen (Sun et al, 2020).

Diese eine Publikation weist einen Effekt von Taxol auf Spharoide nach.

5.4 Wirkung im lebenden Organismus

Die Aggressivitat des Ovarialkarzinoms und damit einhergehend die hohe Sterberate von
13,1 pro 100.000 Personen bewegt Arzte und Wissenschaftler neue Therapieoptionen in
diesem Gebiet zu entwickeln (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiolo-
gischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2019). Einen wesentlichen Teil der
praklinischen Arzneimittelentwicklung stellt dabei die in vivo Testung in lebenden Syste-
men dar. Sie ist eine Moglichkeit einer Untersuchung der Wirksamkeit und Toxizitat, aber
auch der Prozesse der Verstoffwechslung und Verteilung eines Wirkstoffs in einem Mul-
tiorgansystem. Damit bildet sie eine Annaherung der Therapiesituation im menschlichen
Korper nach. In dieser Arbeit sollte das Xenograft-Mausmodell dem Nachweis der in vivo
Wirksamkeit von P8-D6 gegentliber dem humanen Ovarialkarzinom dienen. Dabei stellt
bereits die Planung eines solchen Systems eine grof3e Herausforderung dar. Humane Tu-
morzellen werden immunsuppressiven Mausen injiziert und nach Anwachsen des
Tumors beginnt eine Behandlung. Indessen ist das Anwachsen des Tumors abhangig vom
Maustyp, aber auch von der Teilungsfahigkeit und der Wachstumskinetik der humanen
Tumorzellen. Einhergehend damit ist der Zeitpunkt der initialen Behandlung optimal zu
wahlen, um eine realistische Aussage aus den Versuchen zu generieren, jedoch auch den

Tumor therapieren zu kénnen.
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Der Verlauf der in dieser Arbeit beschriebenen Mausexperimente zeigt, wie variabel die-
ses in vivo System ist. In Abschnitt 3.4.2 ist eine Methode beschrieben, welches aufbauend
auf Untersuchungen und einer Etablierung aus dem Jahr 2006 (Bauerschlag et al, 2010)
und der Literatur (Vassileva et al, 2008; Souza et al, 2010) geplant wurde. Im Laufe der
Durchfiihrung zeigte sich jedoch ein deutlich aggressiveres Tumorwachstum als zu er-
warten war (Abschnitt 4.5.1). Die Mause erreichten kaum die Initialbehandlung bevor
Abbruchkriterien erreicht wurden, obwohl mit Tieren desselben Mausstamms, vom sel-
ben Ziichter und derselben Tumorzelllinie wie 2006 gearbeitet wurde (Bauerschlag et al,
2010). Somit konnte keine Erkenntnisgewinn zur Therapie aus der maximal zweimaligen
Behandlung mit P8-D6 gezogen werden. Dies zeigt, dass ein in vivo System aus multiplen
Faktoren aufgebaut ist, die durch kleine Veranderungen in der Kultivierung der Tumor-
zellen oder durch genetischen Drift hervorgerufene Unterschiede in der Mauslinie das
komplexe System verdndern konnen. Gleichwohl konnten die Ergebnisse dieser ersten in
vivo Behandlungsstudie den sehr aggressiven Verlauf einer Ovarialkarzinomerkrankung
mit Aszites- und Metastasenbildung zeigen.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde eine Etablierungsstudie durchgefiihrt, welche
zeigen konnte, dass mit einer Reduktion der injizierten Tumordosis und einem fritheren
Behandlungsbeginn das Tumorwachstum kontrollierbarer und damit therapiebar wurde.
Diese Etablierungsstudie diente als Ausgangspunkt fiir die zweite Behandlungsstudie. In
dieser wurden die Tiere mindestens siebenmal mit P8-D6 behandelt bevor ein Abbruch-
kriterium erreicht wurde. Die Ergebnisse konnten zeigen, dass P8-D6 im Vergleich zu PBS
einen hemmenden Effekt auf das Tumorwachstum besitzt. Dies legten sowohl die Biolu-
mineszenzmessungen also auch die Ultraschalluntersuchungen der therapierten Mause
dar. Allgemein bestatigt dies die Wirksamkeit von P8-D6 im in vivo System. Im Vergleich
zu den in vitro Ergebnissen, in denen P8-D6 der Positivkontrolle Topotecan in der antitu-
moralen Wirkung eklatant (~10-fache) iiberlegen war, zeigten die in vivo Ergebnisse eine
nahezu vergleichbare Wirksamkeit.

Ein in vivo Modell dient nicht nur dem Nachweis der Wirksamkeit, sondern kann auch
Auskunft iiber toxische Prozesse im Lebewesen infolge der Wirkstoffbehandlung liefern.
Dabei zeigt die Uberlebenskurve der zweiten Behandlungsstudie einen klaren Vorteil der
Topotecan-Behandlung gegentiber P8-D6. Dies ist durch die auftretende hamatologische
Toxizitdt in den mit P8-D6 behandelten Mausen begriindet. Nach wiederholter i.v. Gabe
von P8-D6 veranderte sich die Hautfarbe der Tiere sichtbar von rosa zu weif3. Die Sektion

der Tiere zeigte eine signifikant verkleinerte Milz. Die Milz dient der Maus neben der
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immunologischen Komponente auch zum Eisenstoffwechsel und der Himatopoese (Iseki
et al, 2008). Hier gibt es Unterschiede zur humanen Funktion der Milz, die nur in der
Embryonalphase an der Blutbildung beteilig ist und postnatal nur die Aussortierung alter
Erythrozyten und Thrombozyten bedingt (Liillmann-Rauch und Asan, 2019). In weiteren
Untersuchungen miisste somit gepriift werden, was die Reduktion der Milz verursacht hat
und welche Folgen dies fiir eine humane Therapie hatte. Bedingt durch die Beeintrachti-
gung der Milz ist es wahrscheinlich, dass das Immunsystem der immunsupressiven Mause
vermehrt herunterreguliert wurde. SCID/beige-Mause besitzen durch Mutation eine
schwere kombinierte Immunschwache, die sowohl B- als auch T-Lymphozyten betrifft
und vermehrt zu defekten natiirlichen Killerzellen fiihrt (Carter et al, 2018). Dadurch be-
sitzen diese SCID/beige-Mause verglichen zu anderen Mausarten ohnehin eine kleinere
Milz (0,03 g versus 0,1 g) und weniger Lymphozyten (34,40 % versus 80 %) (Klejewski et
al, 2017). Da das Immunsystem auch fiir eine Tumorabwehr verantwortlich ist, ware es
moglich, dass mit weiterer Herunterregulierung des Immunsystems der Tumor im spate-
ren Versuchsabschnitt erleichtert wachsen und sich leichter Aszites ausbilden konnte.
Dies konnten neben einer moglichen Metabolisierung von P8-D6 Griinde fiir die vergli-
chen zu den Erwartungen schlechtere Wirksamkeit sein.

In der Kooperation mit der AG Peipp wurde die Wirksamkeit von P8-D6 auf das Multiple
Myelom untersucht. In dieser Arbeit wurde P8-D6 in vitro auch an mononuklearen Zellen
des peripheren Blutes gesunder Probanden getestet (Klausz et al, Manuskript 2020).
Neuste Ergebnisse zeigen, dass bei einer Konzentration von 1 uM P8-D6 nach 24 h nur
~40 % der Blutzellen viable vorliegen. Dies konnte ein Hinweis auf die hamatologische
Toxizitat sein.

Bereits bekannt ist, dass die wichtigsten dosislimitierenden Toxizitdten von Topoisome-
rase-Inhibitoren weitgehend hdamatologisch (Neutropenie, Andmie, Thrombozytopenie)
sind. Es ist fiir viele, auch bereits etablierte Topoisomerase-Inhibitoren, wie Etoposid, Iri-
notecan oder Topotecan, sowie duale Topoisomerase-Inhibitoren, wie Pyrazoloacridin
eine hamatologische Toxizitat beschrieben worden (Armstrong und O'Reilly, 1998; van
Gijn et al, 2000; Ramaswamy et al, 2011; Hexal AG, 2018, 2019). Aus diesem Grund war
zu vermuten, dass der duale Topoisomerase-Inhibitor P8-D6 leichte, dosisabhangige ha-
matologische Toxizitaten verursacht konnte. Da diese Nebenwirkungen jedoch haufig
dosisabhangig sind, waren weitere Untersuchungen der durch P8-D6 verursachten hama-
tologischen Toxizitdt und der damit einhergehenden Findung eines therapeutischen

Fensters sehr sinnvoll. Auch ware empfehlenswert zu untersuchen, ob SCID /beige-Mause
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als stark immunsuppressive Mause mit verkleinerter Milz (Klejewski et al, 2017) ein
sinnvolles Testsystem darstellen. Anderenfalls ware ein Wechsel auf ein anderes Maus-
system oder ein anderes Tiermodell zu iiberlegen. Jedoch werden die meisten
publizierten Ovarialkarzinom-Xenograft-Mausmodelle mit SCID/beige-Maduse durchge-
fiihrt, da sie durch ihre kombinierte Immunsuppression das Anwachsen humaner
Ovarialkarzinomzellen erleichtern (Yokoi et al, 2017; Vassileva et al,, 2008; Souza et al,
2010). Anderenfalls ware die Testung in einem syngenen Mausmodell iiberlegenswert
(Wilkinson-Ryan et al, 2019). Der Vorteil dieses Modells ware die Verwendung von nicht-
immunsuppressiven Mausen. Mit funktionierendem Immunsystem wirkt neben der Zyto-
toxizitat die Eigenantwort des Immunsystems. Dies ist realtitdtsndher bezogen auf die
Situation im Menschen. Nachteil ware hier die Therapie eines murinen Tumors.

Auch miisste geklart werden, warum Topotecan im Vergleich zu P8-D6 in der getesteten
Dosis keine Toxizitat hervorruft.

In einer 2008 publizierte Studien mit SCID/beige-Mausen von MOLINA et al. wurde To-
potecan dreifach oral in einer Dosis von 10 mg/kg KG verabreicht und es war keine
Gewichtsreduktion beschrieben. Angaben zur Milz und zur hamatologischen Toxizitat
wurden nicht gemacht. Jedoch zeigt diese Arbeit, dass die hamatologische Toxizitat nicht
einhergehend mit einer Gewichtsreduktion ist. In einer weiteren in vivo Studie an CDF1
(immunsuffitient) Mdusen verstarben die Tiere nach deri.p. Applikation der dualen Topo-
Inhibitoren Intoplicine (20mg/kg KG) und TAS-103 (7mg/kg KG).

Bereits 2017 wurden von Meier et al. erste Toxizitatsdaten zu P8-D6 bei i.v. Einfachgabe
in weiblichen athymischen Nacktmausen vorgestellt. Dabei lag die MTD bei 1mg/kg KG.
In Toxizitatsstudien zu P8-D6 in SCID/beige-Mausen wurde eine MTD von 1 mg/kg KG
(i.v. vierfach Gabe) bestimmt (Klausz et al, Manuskript 2020). Die AG Peipp berichtete
jedoch nicht von einer auftretenden hamolytischen Toxizitdt. Jedoch werden Toxizitats-
studien ohne Beisein von Tumor und ohne stressende Narkose durchgefiihrt. Dies
konnten Griinde sein, warum in der hier beschriebenen zweiten Behandlungsstudie frii-
her eine hamatologische Toxizitat auftrat im Vergleich zu den Toxizitatsstudien der AG
Peipp.

Aufgrund der hohen Wirksamkeit von P8-D6 in in vitro Untersuchungen ware es trotz der
aufgetretenen hamatologischen Toxizitat sinnvoll P8-D6 weiter als potentiellen Arz-
neistoffkandidaten fiir Ovarialkarzinom zu verfolgen und zu untersuchen. Dafiir sollten
zunichst weitere Toxizitatsuntersuchungen durchgefiihrt werden, bevor weitere Tumor-

modelle zur Testung der Wirksamkeit folgen.
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5.5 Geplanter Weg bis zu den klinischen Studien

Ein weiterer Schwerpunkt der Arzneimittelentwicklung besteht in der Aufklarung der
Pharmakokinetik. Diese Arbeit konnte zwar zeigen, dass P8-D6 sein Target in der Zelle
erreicht. Jedoch ist dies noch kein Beweis dafiir, dass P8-D6 im Menschen nach guter Ab-
sorption und Distribution unverdandert seinen Wirkort erreicht. Die Pharmakokinetik
beschaftigt sich mit den Prozessen der Liberation, Absorption, Distribution, Metabolis-
mus, Exkretion (LADME-Schema). Die Verteilung kann dabei die Dosis am Wirkort stark
beeinflussen. Die Metabolisierung kann Veranderungen in der Aktivitit bewirken. Aus
diesem Grund sind weitere Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit und zum Metabolismus
von P8-D6 Voraussetzung fiir den Eintritt in klinische Studien. Es ist bereits bekannt, dass
P8-D6 durch die endstandige basische, tertidre Aminofunktion, die bei physiologischem
pH-Wert tiberwiegend protoniert vorliegt, eine hohe Wasserldslichkeit besitzt. Das BCS
(Biopharmaceutical Classification System) wiederum spricht gut l6slichen und permeab-
len Substanzen eine gute Bioverfligbarkeit zu. Diese miisste jedoch noch experimentell
bestatigt werden. Hierzu waren Tierversuche mit Ratten denkbar, denen peroral und i.v.
der Wirkstoff appliziert wird. Anschliefiend konnte eine Bestimmung der Substanzkon-
zentration im Serum mittels HPLC erfolgen, sodass die Bioverfiigharkeit berechnet
werden konnte und die Proben auf entstandene Metabolite untersucht werden kénnten.
Anhand der strukturellen Merkmale von P8-D6 kénnen mogliche Metabolismusreaktio-
nen, wie eine oxidative N-Demethylierung an der basischen Seitenkette oder eine
oxidative Demethylierung der Methoxygruppen am Phenylsubstituenten zwar diskutiert
werden. Genaue Angaben zu den Metaboliten sich jedoch erst durch Inkubationsstudien
mit humanen Lebermikrosomen oder CYP-Enzymen mit anschlieféender Identifizierung
mittels LC-MS und NMR méglich. Auch konnte die Bioverfiigharkeituntersuchungen fiir
die Metaboliten-Detektion herangezogen werden. Neben der Aufklarung der Pharmako-
kinetik miissten ergianzend zu den in dieser Arbeit beschriebenen in vivo Versuchen
weitere Toxizitatsstudien und Tierexperimente zum Nachweis der Wirksamkeit durchge-
fiihrt werden. Diese sind rechtliche Voraussetzung fiir die Beantragung klinischer Studien
fiir P8-D6(Deklaration von Helsinki, Arzneimittelgesetz, REACH-Verordnung).

Aufgrund der aufgetretenen Toxizitdt von P8-D6 im Ovarialkarzinom-Xenograft-Maus-
modell ist zu iiberlegen, ob ein Wirkstofftragersystem den Transport des Wirkstoffs zur
Zielzelle erleichtern konnte und somit unerwiinschte Arzneimittelwirkungen reduzieren

konnte. Das Prinzip des Antikorper-Wirkstoff-Konjugat ware eine zielgerichtete Therapie,
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welches bereits in Abschnitt 1.4.2 beschrieben wurde. Dabei erkennt ein Antikoérper, wel-
cher mit Wirkstoffmolekiilen beladen wurde, spezifisch Oberflachenstrukturen der
Zielzelle und kann eine Rezeptor-vermittelte Endozytose hervorrufen. Nach Freisetzung
des Toxins durch Spaltung des Linkers oder lysosomale Degradation, kann der Wirkstoff
dann zum Wirkort diffundieren und seine Wirkung gezielt in Tumorzellen ausiiben. Auf-
grund der chemischen Struktur von P8-D6 mit der basischen Seitenkette
(Dimethylaminoethoxy-Rest) ware eine Verlinkung dort denkbar. Ein weiteres Wirkstoff-
tragersystem waren liposomale Nanopartikel oder aktive Targeting-Nanopartikel, welche
mit Wirkstoffmolekiilen beladen werden kénnten (Abb.5.2). Aktive Targeting-Nanoparti-
kel sind Systeme, die an Targeting-Liganden auf der Oberfliche von Nanopartikeln
konjugiert sind und so eine wichtige Rolle bei der Verbesserung der Wirkstoffselektivitat
fir die Krebszelle spielen. Das Prinzip der Nanopartikel funktioniert liber eine erhéhte
Arzneimittelakkumulation durch passive und aktive Transportmechanismen in Krebszel-
len. Blutgefifle, die Krebszellen versorgen, besitzen eine hdhere Permeabilitit und
Retentionseffekte. Aufgrund der Grof3e konnen Nanopartikel erleichtert in der Krebszelle
penetrieren und akkumulieren. Mithilfe der pH-Verschiebung in Krebszellen ins saurere

Milieu kdnnten in Liposomen degradieren und den Wirkstoff freigeben (Webb und Jordan,

2017; Shen et al, 2008).
Mpﬂex: 6,8
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Abb.5.2: Wirkprinzip liposomaler Nanopartikel und aktiver Targeting-Nanopartikel fiir die Krebs-
therapie.

Nanopartikel besitzen eine vereinfachte Penetration in Krebszellen, wodurch die Akkumulation des Wirk-
stoffs in diese Zellen erhoht ist. Durch ein Tragersystem und eine damit verbundene Verpackung des
Wirkstoffs wird die Selektivitdt des Wirkstoffs auf die Krebszelle erhoht. Liposomale Nanopartikel konnten
sich durch pH-Verschiebung aufldsen und den Wirkstoff in der Zielzelle freigeben. Aktive Targeting-Nano-
partikel transportieren den Wirkstoff selektiv zur Zielzelle (modifiziert nach (Muhamad et al, 2018).

Aktive Targeting-Nanopartikel agieren dhnlich zu Antikérper-Wirkstoff-Konjugaten. Die

Nanopartikel sind mit einem Wirkstoff beladen und an der Oberflache der Nanopartikel
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befinden sich Targeting-Liganden, die spezifisch an Rezeptoren der Tumorzelle binden
konnen und diese so den Wirkstoffin die Tumorzelle einschleusen (Muhamad et al,, 2018).
Diese Wirkprinzipien wiirden die Selektivitat des Arzneistoffs zu Tumorzellen erhéhen
und das Nebenwirkungspotential senken.

Diese Arbeit stellt also einen wesentlichen Teil der praklinischen Forschung zum Wirk-
stoff P8-D6 da. Jedoch ist die Entwicklung ein langer und methodisch aufwandiger Weg,
sodass neben Erganzungen einiger in vitro Daten noch weitere Nachweise der Wirksam-
keit und der kontrollierbaren Toxizitat von P8-D6 in einem geeigneten in vivo Modell

notwendig sind, um klinische Studien fiir P8-D6 mdglich zu machen.
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Abb. I: Mikroskopische Untersuchung der Hepatotoxizitiat nach Behandlung (Abschnitt:4.3.2)
Mikroskopische Untersuchung von drei Chargen primar humaner Hepatozyten nach 24 h- und 48 h-Be-
handlung mit P8-D6 [0,1 uM, 1 uM, 10 uM], Etoposid [10 pM, 50 pM], Doxorubicin [10 pM, 50 pM] und PBS.
Es erfolgte eine mikroskopische Kontrolle auf Verdnderung der Adhasion und Verdnderung der Zellmor-
phologie. (Abschnitt:4.3.2.)
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Abb. II: Wachstumsverlauf der A2780-Aggregate und Zytotoxizitit.
Mikroskopische Untersuchung des Aggregat-Wachstumsverhaltens von A2780 fiir 96 h- und weitere 48 h-
Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 pM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS. Wahrend der
Behandlung wurde die Zytotoxizitidt mit Hilfe des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays iiber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. III: Wachstumsverlauf der SKOV-3-Sphiroide und Zytotoxizitit.

Mikroskopische Untersuchung des Spharoid-Wachstumsverhaltens von SKOV-3 fiir 96 h und weitere 48 h
Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 puM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 puM] und PBS. Wahrend der
Behandlung wurde die Zytotoxizitdt mit Hilfe des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays iiber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Maf3stab 500 pm. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. IV: Wachstumsverlauf der OvCar8-Sphiroide und Zytotoxizitit.

Mikroskopische Untersuchung des Spharoid-Wachstumsverhaltens von OvCar8 fiir 96 h und weitere 48 h
Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 pM, 10 pM], Topotecan [1 uM, 10 uM] und PBS. Wahrend der
Behandlung wurde die Zytotoxizitdt mit Hilfe des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays iiber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Maf3stab 500 pm. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. V: Wachstumsverlauf der HEY-Aggregate und Zytotoxizitat.
Mikroskopische Untersuchung des Aggregat-Wachstumsverhaltens von HEY fiir 96 h und weitere 48 h Be-
handlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan [1 puM, 10 pM] und PBS. Wahrend der
Behandlung wurde die Zytotoxizitat mit Hilfe des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays liber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Maf3stab 500 pm. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. VI: Wachstumsverlauf der MCF-7-Aggregate und Zytotoxizitit.

Mikroskopische Untersuchung des Aggregat-Wachstumsverhaltens von MCF-7 fiir 96 h und weitere 48 h
Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 puM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 puM] und PBS. Wahrend der
Behandlung wurde die Zytotoxizitdt mit Hilfe des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays iiber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Maf3stab 500 pm. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. VII: Wachstumsverlauf der Sk-Br 3-Aggregate und Zytotoxizitit.

Mikroskopische Untersuchung des Aggregat-Wachstumsverhaltens von Sk-Br 3 fiir 96 h und weitere 48 h
Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 puM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 puM] und PBS. Wahrend der
Behandlung wurde die Zytotoxizitdt mit Hilfe des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays iiber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Maf3stab 500 pm. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. VIII: Wachstumsverlauf der UF-182 Sphiroide und Zytotoxizitit.

Mikroskopische Untersuchung des Spharoid-Wachstumsverhaltens von UF-182 fiir 96 h und weitere 48 h
Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 puM, 10 uM], Topotecan [1 uM, 10 puM] und PBS. Wahrend der
Behandlung wurde die Zytotoxizitdt mit Hilfe des CellTox™ Green Cytotoxicity Assays iiber Messung der
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Maf3stab 500 pm. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. IX: Lebend-Tod-Fiarbung der A2780-Aggregate.

Anfarbung der A2780-Aggregate mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitat) und Hoechst 33342

(Nukleus) nach 96 h Kultivierung und 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan
[1 uM, 10 pM] und PBS. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. X: Lebend-Tod-Farbung der SKOV-3 Sphiroide.

Anfarbung der SKOV-3 Sphiaroide mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitdt) und Hoechst 33342
(Nukleus) nach 96 h Kultivierung und 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan
[1 uM, 10 pM] und PBS. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. XI: Lebend-Tod-Firbung der OvCar8 Sphiroide.
Anfarbung der OvCar8 Spharoide mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitdt) und Hoechst 33342
(Nukleus) nach 96 h Kultivierung und 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan
[1 uM, 10 uM] und PBS. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. XII: Lebend-Tod-Fa

rbung der HEY-Aggregate.

Anfarbung der HEY-Aggregate mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitat) und Hoechst 33342
(Nukleus) nach 96 h Kultivierung und 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan
[1 uM, 10 uM] und PBS. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. XIII: Lebend-Tod-Farbung der MCF-7-Aggregate.

Anfarbung der MCF-7-Aggregate mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitdt) und Hoechst 33342
(Nukleus) nach 96 h Kultivierung und 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan
[1 uM, 10 uM] und PBS. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. XIV: Lebend-Tod-Firbung der Sk-Br 3-Aggregate.
Anfarbung der Sk-Br 3-Aggregate mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitit) und Hoechst 33342
(Nukleus) nach 96 h Kultivierung und 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan
[1 uM, 10 uM] und PBS. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. XV: Lebend-Tod-Farbung der UF-182-Spharoide.
Anfarbung der UF-182-Spharoide mit Propidiumiodid (Zelltod), Calcein (Zellviabilitdt) und Hoechst 33342
(Nukleus) nach 96 h Kultivierung und 48 h Behandlung mit P8-D6 [0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 10 uM], Topotecan
[1 uM, 10 uM] und PBS. Maf3stab 500 um. (Abschnitt: 4.4.3.)
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Abb. XVI: Tumorwachstum der ersten in vivo Behandlungsstudie

5802 -

5233

4663 -

4093 -

3523 -

2954 -

2384 -

1814 -

1244 -

674 -

105 -

[cps]

5802

5233 -

4663 -

4093 -

3523 -

2954 -

2384 -

1814 -

1244 -

674 |

105 -
[cps]

36 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 je 5x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 14, Tag 28 und

Tag 36 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere. (Abschnitt:4.5.1)



Anhang

Maus 19 Maus 20 Maus 21 Maus 22 Maus 23 Maus 24 Maus 25 Maus 26 Maus 27

5802 -

5233

4663 -

4093 -

3523 -

2954 -

2384 -

1814 -

1244 -

674 |

105 -

[cps]

5802

5233 -

4663 -

4093 -

3523 -

2954 -

2384 -

1814 -

1244 -

674 |

105 -
[cps]

Abb. XVI: Tumorwachstum der ersten in vivo Behandlungsstudie
36 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 je 5x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 14, Tag 28 und
Tag 36 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere. (Abschnitt:4.5.1)



Anhang

6553 -
5901 -
5248 -
4595 -
3943 -
3290
2637 -
1985 -

1332 -

Abb. XVII: Tumorwachstum der in vivo Methodenentwicklung
5 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 je 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 7, Tag 14, Tag 21,
Tag 28, Tag 33 und Tag 35 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere. (Abschnitt:4.5.2)
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Abb. XVIII: Tumorwachstum der der zweiten in vivo Behandlungsstudie

24 SCID/beige-Mausen wurden an Tag 0 je 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 7, Tag 14, Tag 21,
Tag 32, Tag 35, Tag 39 und Tag 42 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere Ab Tag 8 wurden die
Mause iv. mit 0,5 mg/kg KG P8-D6, 0,5 mg/kg KG Topotecan oder PBS 2x wochentlich behandelt, bis die
Tiere die Abbruchkriterien erreicht haben. (Abschnitt:4.5.3)
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Abb. XVIII: Tumorwachstum der der zweiten in vivo Behandlungsstudie

24 SCID /beige-Mausen wurden an Tag 0 je 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 7, Tag 14, Tag 21,
Tag 32, Tag 35, Tag 39 und Tag 42 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere Ab Tag 8 wurden die
Mause i.v. mit 0,5 mg/kg KG P8-D6, 0,5 mg/kg KG Topotecan oder PBS 2x wochentlich behandelt, bis die
Tiere die Abbruchkriterien erreicht haben. (Abschnitt:4.5.3)
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Abb. XVIII: Tumorwachstum der der zweiten in vivo Behandlungsstudie

24 SCID /beige-Mausen wurden an Tag 0 je 1x106 SKOV-3 luc Zellen injiziert und an Tag 7, Tag 14, Tag 21,
Tag 32, Tag 35, Tag 39 und Tag 42 erfolgte eine Lumineszenzmessung dieser Tiere Ab Tag 8 wurden die
Mause i.v. mit 0,5 mg/kg KG P8-D6, 0,5 mg/kg KG Topotecan oder PBS 2x wochentlich behandelt, bis die
Tiere die Abbruchkriterien erreicht haben. (Abschnitt:4.5.3)
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Kurzfassung

KURZFASSUNG

Die Entwicklung innovativer zytotoxischer Verbindungen mit geeigneten physikochemi-
schen Eigenschaften hat in der Krebstherapie hohe klinische Relevanz. In der gynéakolo-
gischen Onkologie ist Brustkrebs der haufigste und Eierstockkrebs der aggressivste Tu-
mor. Resistenzentwicklungen und schwere Nebenwirkungen sind die Griinde fiir den
fehlenden Behandlungserfolg. Die Kieler Substanz P8-D6 ist ein wirksamer Induktor der
Apoptose, indem es als dualer Topoisomerase-Inhibitor wirkt. Das aza-analoge Benzo[c]-
phenanthridin inhibiert die ubiquitdare Topoisomerasen (Topo I und Topo II), welche fiir
die Entspiralisierung der DNA wichtig sind, indem P8-D6 den Enzym-DNA-Komplex kova-
lent stabilisiert. Sein herausragendes antitumorales Potential wurde im NCI-60 Human
Tumor Cell Line Screen (Glso/60: 49 nM) und in weiteren Studien an gynakologischen Tu-
moren nachgewiesen. Ziel der Arbeit war die weitere Etablierung von P8-D6 als
potenzieller Arzneistoff-kandidat in der Therapie des fortgeschrittenen Ovarial- und

Mammakarzinoms.

Zum Nachweis der Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion von P8-D6 wurden
neben den 2D-Kulturen, 3D- und Co-Kultur-Systeme mit unterschiedliche Ovarial- und
Mammakarzinomzelllinie und ex vivo Primarkulturen validiert. Diese besitzen eine ho-
here Aussagekraft hinsichtlich der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die in vivo
Situation. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die zytotoxischen Effekte von P8-D6 mit
Topotecan, Cisplatin und Etoposid verglichen. Die Testung an nicht-tumorassoziierten
humanen ovariellen Oberflichenzellen und primaren Hepatozyten diente zur Abschat-
zung der schadigenden Effekte auf gesunde Gewebe. Zusitzlich wurden erste
Untersuchungen zur Wirksamkeit und Toxizitdt auf in vivo Ebene am Ovarialkarzinom
durchgefiihrt. Im Vergleich zu Standardtherapeutika bewirkt P8-D6 einen signifikanten
Anstieg der Apoptose in gyndkologischen Tumorzellen und eine Verdnderung der Ober-
flaichenbeschaffenheit aller Spharoide. In gesunden Zellen wurde die Zellintegritat
minimal beeintrachtigt und es wurde kein hepatotoxischer Effekt beobachtet. Ferner

konnte auch das in vivo Modell die antitumorale Wirkung von P8-D6 nachweisen.

Folglich besitzt P8-D6 gute antitumorale Eigenschaften fiir gynakologische Tumore in in
vitro und in vivo Modellen. Normale Zellen wurden wenig beeintrachtigt und es zeigte sich
keine hepatotoxische Wirkung. P8-D6 ist demnach ein starker Induktor der Apoptose und
ein vielversprechender Arzneistoffkandidat fiir die Therapie des Ovarial- und Mamakar-

zinoms.
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ABSTRACT

The development of innovative cytotoxic compounds with suitable physicochemical prop-
erties has a high clinical need in cancer therapy. In gynaecological oncology, breast cancer
is the most common and ovarian cancer is the most aggressive tumour. Development of
resistance and severe side effects are the reasons for a lack in success treatments. The Kiel
compound P8-D6 is an effective inducer of apoptosis by acting as a dual topoisomerase
inhibitor. The aza-analogous benzo|[c]phenanthridine inhibits the ubiquitous topoisomer-
ases (Topo I and Topo II), which are responsible for uncoiling of the DNA, as P8-D6
covalently stabilizes the enzyme-DNA intermediate. Its outstanding antitumour property
was demonstrated in the NCI-60 DTP Human Tumour Cell Line Screening (Glso/60: 49 nM)
and in in vitro studies with gynaecological tumours. The aim is to establish P8-D6 as a
potential drug candidate in the treatment of advanced ovarian and breast cancer.

To demonstrate the inhibition of proliferation and induction of apoptosis by P8-D6, in ad-
dition to 2D cultures, 3D and co-culture systems with different ovarian and breast cancer
cell lines and ex vivo primary cultures were established. Theses are more indicative to the
transferability of the results to human in vivo situation. In addition, the cytotoxic effects
of P8-D6 were compared with topotecan, cisplatin and etoposide. A test on non-tumour-
associated human ovarian surface cells and primary hepatocytes was used to estimate the
damaging effects on healthy tissue. Further, the effectiveness and toxicity on in vivo level
of ovarian cancer were tested.

P8-D6 causes a significant increase in apoptosis in gynaecological tumour cells compared
to standard therapeutic agents and a change in the surface structure of all tested sphe-
roids. In healthy cells, cell integrity was minimally affected, and no hepatotoxic effect was
observed. The in vivo model was additionally able to demonstrate the antitumour effects
of P8-D6.

Consequently, P8-D6 has good antitumour properties for gynaecological tumours in in
vitro and in vivo models. Normal cells were little affected and there was no hepatotoxic
effect. P8-D6 is therefore a strong inducer of apoptosis and a promising drug candidate

for the therapy of ovarian and breast cancer.



