Beitrag zur Aufklarung der
Cisplatinresistenz von
Ovarialkarzinomzellen und deren
Uberwindung durch Liposomen oder
niedermolekulares Heparin

Dissertation
zZur
Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)
der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

vorgelegt von
Daniel Philipp Stolting

aus Koblenz

Bonn, November 2015






Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Natasenschaftlichen Fakultat der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn

1. Gutachter: Prof. Dr. Gerd Bendas
2. Gutachter: Prof. Dr. Ulrich Jaehde
Tag der mindlichen Prufung: 19.02.2016

Erscheinungsjahr: 2016






Meinen lieben Eltern






Inhaltsverzeichnis

1

2

3

4

Abklrzungsverzeichnis

Einleitung

Theoretischer Teill

2.1 Cisplatin

2.1.1 Chemische Eigenschaften

2.1.2  Zellulare Aufnahme und Ausscheidung

2.1.3 Bindung an die Zielstruktur

2.1.4  Vermittlung der Zytotoxizitat

(Qoo@-bw

2.2 Apoptose und cisplatininduzierte Toxizitat

10

2.2.1 Abgrenzung zur Nekrose und Autophagie

10

2.2.2 Differenzierung des extrinsischen und intrinsiscB&gnalweges

2.2.3 Aktivierung weiterer Signalkaskaden

12

16

2.3 Resistenzmechanismen

17

2.3.1 Pre-targetResistenz

18

2.3.2 On-targetResistenz

20

2.3.3 Post-targetResistenz

21

2.3.4 Off-targetResistenz

24

2.4 Liposomen in der Chemotherapie

26

2.4.1 Funktion der Liposomen als Arzneistofftrager

29

2.4.2 Liposomalegargeting

2.5 Heparin in der Krebstherapie

30

36

2.5.1 Strukturelle Merkmale von Heparin und NMH

36

2.5.2 Postulierte Heparinwirkungen in Tumorpatienten

38

2.5.3 Einfluss von Heparin auf Chemoresistenz

41

Ziel der Arbeit

43

Material und Methoden

45

4.1 Verwendete Materialien

45

4.1.1 Chemikalien und Ausgangsstoffe

45

4.1.2 Hergestellte Reagenzien

51

4.1.3 Verbrauchsmaterialien

62

4.1.4 Gerate

63

4.1.5 Software

67

4.1.6 Zelllinien

67




4.2
421
422
4.2.3
4.2.4

4.3
43.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5
4.3.6

4.4
4.4.1
4.4.2
4.4.3
4.4.4
4.4.5
4.4.6
4.4.7
4.4.8

4.5
451
45.2
45.3
454

4.6
46.1
4.6.2
4.6.3

4.7
4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.7.4
4.7.5

Liposomenpraparation 68
Hydratationsmethode 68
Homogenisierung 69
Kopplung von Holotransferrin an die Oberflache digosomen 69
Aufreinigung der Liposomen 69

Charakterisierung der Liposomen 70
Grolenbestimmung 70
Proteinbestimmung 70
Phosphatbestimmung 71
Bestimmung der Kopplungsrate 72
Quantitative Platinbestimmung 72
Bestimmung der Einschlussrate 74

Zellkultur 74
Inkulturnahme 75
Testung auf Mykoplasmen 75
Kultivierung 76
Zellzahlbestimmung 76
Ausséen der Zellen 77
Gewinnung von Proteinlysaten 78
Proteinbestimmung 79
Lagerung 80

Cisplatin-uptake 81
Inkubation der Zellen 81
Quantitative Platinbestimmung 82
Proteinbestimmung 82
Auswertung und Statistik 82

Effluxuntersuchungen zur multi drug resistance 82
Probenvorbereitung 82
Durchfiihrung deassayg zurmulti drug resistance 83
Auswertung und Statistik 85

Untersuchung der Expression von Proteinen 85
Inkubationsexperimente 85
Elektrophorese (SDS-PAGE) 86
Western blotting 87
Visualisierung der Proteine 87
Auswertung und Statistik 88




4.8 Zytotoxizitat

481
4.8.2
4.8.3

4.9 Titrationskalorimetrische Bestimmungen

49.1
49.2

4.10 Proteinexpression apoptoseassoziierter Proteine

4.10.1
4.10.2
4.10.3

4.11 Analyse der Genexpression nach Tinzaparinbehandlung

4111
4.11.2
4.11.3
4114

4.12  Uberprifung des Effektes der Cisplatinliposomerin vivo

412.1
4.12.2
4123
4.12.4

Ergebnisse und Diskussion

5.1 Charakterisierung der Cisplatinresistenz

51.1
51.2
5.1.3
51.4
5.1.5

5.2 Einfluss der Cisplatinliposomen auf Transkriptionséene

521
522
523
524

89

Inkubationsexperimente

89

MTT-assay

90

Auswertung und Statistik

91

91

Bindungsuntersuchungen von Tinzaparin an Kupfer

92

Auswertung und Statistik

93

93

Inkubationsexperimente

94

Durchfiihrung des Protei@rrays

94

Auswertung und Statistik

95

97

Inkubation der Zellen

97

RNA-Isolierung

97

Gene arrayAnalyse

98

Auswertung und Statistik

98

99

Herstellung der Liposomen

99

Untersuchte Liposomensorten

99

Durchfiihrung dem vivo-Experimente

99

In vivo-imagingVerfahren undex vivaVisualisierung in Geweben

100

101

101

Verwendete Liposomen und deren Eigenschaften

101

Zytotoxizitat der Liposomen

107

Zellulare Aufnahme von Cisplatin

112

Untersuchung des Kupfer-/Cisplatininfluxtranspst€mR1

114

DNA-Platinierung

117

120

Die Resistenzsignatur der Ovarialkarzinomzellen

120

Beeinflussung der Transkription durch freies Cispla

121

Beeinflussung der Transkription durch Cisplatinipmen

122

p53-abhangige Unterschiede in der transkriptionefiatwort

123

5.3 Durch Cisplatinliposomen aktivierte intrazellulare Signalwege

53.1
5.3.2
5.3.3

Proteinexpression von apoptoseinduzierenden Pestein

124

124

Differenzierung des intrinsischen und extrinsiscBamalweges

136

Die Auswirkungen von Lipoplatin™ auf die Chemorgsiein vitro

142




54 Ubertragbarkeit des Liposomeneffektes

144

5.4.1 Caov-3-Ovarialkarzinomzellen

144

5.4.2 Cisplatinliposometin vivo

146

5.5 Einfluss von niedermolekularem Heparin auf die Cheroresistenz

5.5.1 Cisplatintoxizitat bei Heparinbehandlung

158

158

5.5.2 Toxizitat des Tinzaparins

161

5.5.3 Effluxresistenzen

162

5.5.4 Influxresistenz

165

5.5.5 Zellulare Aufnahme nach NMH-Behandlung

168

5.5.6  Mdgliche Ursachen der Sensitivierung

170

5.6 Veranderungen auf Transkriptionsebene durch Tinzapain

172

6 Zusammenfassung

175

7 Literaturverzeichnis

177

8 Anhang

201

8.1 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

201

8.2 Publikationsliste

207

8.3 Danksagung

210




Abklrzungsverzeichnis

Abkilrzungsverzeichnis

Nicht aufgelést werden in Produktbezeichnungen iiptiderte Abkirzungen und Rechtsformen von Gedediten. Als

allgemein bekannt vorausgesetzt werden rémiscHergjfgriechische Zahlen, chemische und stereodum@iAbkirzungen
sowie die internationalen Abklrzungen fir Aminog#iuund im internationalen Einheitensystem defiri€ezimalprafixe.
Beschreibt eine nicht durch eine deutsche Entspreckusetzbare Abkirzung einen fremdsprachigen Bega ist dieser

stellvertretendkursivdargestellt.

% (m/v)

% (V/Iv)

[Zahl] % mPEG
[Zahl] % mPEGDIR

[Zahl] % MPEGDIRCyTf

°C

Abb.
ABC
ABCG2

Ac

ad

Akt

-AM
ANOVA
APAF-1
Aqua dem.
ATCC
ATP
ATPT7A

ATP7B

ATR

Masseprozent
Volumenprozent
Liposomen mit [Zahl] % mPEG-Lipidaihte

Liposomen mit [Zahl] % mPEG-Lipail
und 1 % membraninkorporiertem DIR

Liposomen mit [Zahl] % mPEGgidanteil
und 1 % membraninkorporiertem DiR sowie
mittels Cyanurchlorid an Lipid konjugiertes
Holotransferrin

Registered Trade Mark
Grad Celsius
Ambiguous

Adenin

Abbildung

ATP binding cassette

ABC-Familie G Vertreter 2, Synonym:
BCRP1

Acetyl-

Zu (Endvolumen)

Proteinkinase B, Synonym: PKB
-acetoxymethylester

Analysis of variance

Apoptotischer Proteaseaktivierungsfaktor-1
Aqua demineralisata

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat

Copper transporting ATPase $ynonym:
MNK

Copper transporting ATPase 3ynonym:
WND

Ataxia telangiectasia and Rad3related
protein Synonym: FRP1



VI
Abklrzungsverzeichnis

Bad Bcl-2associated death promoter

BAK Bcl-2homologous antagonist/killer

bar Bar

BARD BRCAL associated RING domain protein

Bax Bcl-2associated X protein

BCA Bicinchoninic acid

Bcl-2 B-cell lymphoma-2 protein

Bcl-x B-cell ymphoma-extra protein

Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large protein

Bcl-xS B-cell lymphoma-extra short protein

BH Bcl-2 Homologie

BID BH3 interacting domain death agonist

BikDD Bcl-2 interacting killer mutant

BLP25 Lipoprotein BLP25

BRCA1l Breast cancer protein 1

BRCAZ2 Breast cancer protein 2

BSA Bovines Serumalbumin

cal Kalorie

CAM-DR Cell adhesion mediated-drug resistance

CARD Caspaserekrutierungsdoméne

Caspase Cystein-Aspartatspezifische Protease

cDDP cis-Diammindichloridoplatin(ll), Synonym:
(SP-4-2)-Diammindichloridoplatin(ll),
Cisplatin

CDK 1A Cyclin dependent kinase 1A

CDK 1B Cyclin dependent kinase 1B

cFLIP FLICE-like inhibitory protein Synonym:
CFLAR

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator

Chk1 Checkpoint kinase 1

Chol Cholesterol

clAP Cellular inhibitor of apoptosis protein

c-Jun Protoonkogen JUN Proteinprodukt c-Jun

c-raf Proto-oncogene serine/threonine-protein

kinase rapidly accelerated fibrosarcoma 1
CTR1 Copper transporter 1Synonym: SLC31A1



VI

Abklrzungsverzeichnis

Da
DAPI
DAXX
DD
DED
DiR

DISC
DMSO
DNA
DOPE

DOTAP : Chol-fusl

DPBS
DPPG

DR3
DSMZ

DYRK1B

ECso
ECACC
ECE
EDTA
EGFR
EPR
ER
ERCC
ERK
et al.
EZM
FADD

Fas

Dalton

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
Death domain associated protein

Death domain

Death effector domain

1,1-Dioctadecyl-3,3,3,3-
tetramethylindotricarbocyanin-iodid

Death inducing signaling complex
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonucleic acidSynonym: DNS

1,2-Di-(9Z-octadecenoylkn-glycero-3-
phosphoethanolamin

Liposomen aus 1,2-DiZt@ctadecenoyl)-3-
trimethylammonium-propan : Cholesterol
(2:1) mit einem komplexierten Plasmid des
Gens des Fusion 1 Tumorsuppressorproteins

Dulbecco's phosphate buffered saline

1,2-Dihexadecanoyn-glycero-3-phospho-
(1'-rac-glycerol)

Death receptor 3Synonym: TNFRSF25

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH

Dual specificity tyrosine phosphorylation
regulated kinase 1B

Half maximal effective concentration
European collection of cell cultures
Electrical current exclusion
Ethylendiamintetraacetat

Epidermal growth factor receptor
Enhanced permeability and retention
Endoplasmatisches Retikulum
Excision repair cross complementing protein
Extrazellularsignal regulierte Kinase
Et alii

Extrazellulare Matrix

Fas associated protein with death domain
Synonym: MORT1

First apoptotic signal receptpiSynonyme:
APO-1, CD95



VIl

Abklrzungsverzeichnis

FasL

FDA
FKS
FLICE

FMK-

FMP2.1/AS02A

FSC

g

g
G

G2/M-Arrest

GADD45a

GAG
gDNA
GF
GF-AAS

GIcA
GlIcN
GRB2
GS-

GSH
GST

h

h

HDL
HEPES

HER-2/neu

HGF

First apoptotic signal ligandSynonym:
CD95L

U.S. Food and Drug Administration
Fetales Kalberserum

Fas associated death domain like
interleukin-15 converting enzymé&ynonym:
Caspase-8

Fluoromethylketon-

Falciparum Malaria Protein 2.1/
GlaxoSmithKline (GSK) proprietary
adjuvant system 02A

Forward scatter
Normfallbeschleunigung
Gramm

Guanin

Zellzyklusarrest zwischen dgp2-und
Mitosephase

Growth arrest and DNA damage inducible
protein alpha

Glykosaminoglykan
GenomicDNA
Growth factor

Graphite furnace-atomic absorption
spectrometry

Glucuronic acid
Glucosamin
Growth factor receptor bound protein 2

Glutathion in Konjugation mit anderen
Substanzen

Glutathion
Glutathion-S-Transferase
Planck'sches Wirkungsquantum
Stunde

High density lipoprotein

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure

Humaner epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor 2

Hepatocyte growth factor



Abklrzungsverzeichnis

HIF-1,
HMG1
HMG2
HO-1
HO-2
holo-Tf
HR
HRP
HSP
HSPG
HTRA2/Omi

lLE.
IAP
ICso
IdoA
IgG
IKK
IL-1B
ILK
IMP
kB
JINK
KG
KHP
Korr.
L
LONC

LErafAON-ETU

L-MTP-PE

L-NDDP

L-Selektin
LUV
m

Hypoxieinduzierbarer Faktor, 1
High mobility group protein 1
High mobility group protein 2
Hamoxygenase-1
Hamoxygenase-2
Holotransferrin

Homologe Rekombination
Horseradish peroxidase
Hitzeschockprotein
Heparansulfatproteoglykan

High temperature requirement protein
A2/Omi protein Synonym: HTRA2, Omi

Internationale Einheit

Inhibitor of apoptosis protein

Half maximal inhibitory concentration
Iduronic acid

Immunglobulin G

IxB Kinase

Interleukin-13

Integrin linked kinase

Investigational medicinal product
Inhibitor von NF«xB

c-Jun N-terminale Kinasen
Kdrpergewicht

Krebs-HEPES-Puffer

Korrigiert

Liter

Liposomales 9-Nitro-20(S)-Camptothecin

Liposome entrapped c-raf antisense
oligonucleotide-easy to use formulation

Liposomales Muramyltripeptid-
phosphatidylethanolamin

cis-Bisneodecanoattrans(R,R)-1,2-
diammincyclohexanplatin(ll)

Leukozytenselektin
Large unilamellar vesicle
Meter



Abklrzungsverzeichnis

MAPK
MDM2
MDR
min
Mio.
MLH1
MLV
MMP-9
MMR
mol
MPEG
MRP2

MSH2
mTOR
MTT

MVV

MW

n

n.v.
Na'/K*-ATPase
NER

NF-xB

NIR
NK-Zelle
NMH
NSCLC
OCT2

P-
p21

p27

Quadratmeter
Mitogenaktivierte Proteinkinase
Mouse double minute 2 homolog
Multidrug resistance

Minute

Million

MutL protein homolog 1
Multilamellar vesicle
Matrixmetalloprotease-9

DNA mismatch repair

Mol

Methoxypolyethylenglykol

Multidrug resistance associated protein 2
Synonyme: cMOAT, ABCC2

MutS protein homolog 2
Mechanistic target of rapamycin

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromid

Multivesicular vesicle

Mittelwert

Anzahl der Versuche

Nicht verfugbar
Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase

Nukleotidexzisionsreparatur

Nukleéarer Faktor des Immunglobukrocus
in B-Zellen

Nahes Infrarot

Natirliche Killerzelle
Niedermolekulares Heparin
Non small cell lung cancer

Organic cation transporter,2Synonym:
SLC22A2

Phosphoryliert

Tumorsuppressorprotein p21, Synonym:
CDKN1A

Tumorsuppressorprotein p27, Synonym:
CDKN1B



XI

Abklrzungsverzeichnis

p38

p53

p73
PAGE
P-ATPase

PBS
PCNA
PCS
PE
PEGso
PEG
PERK
P-GP

pGT-1

pH

Ph. Eur.
Pl
PI3K

p|C50
PIDD

PKC
PKs

PMS2

PMSF

Pol{

PON2
Pro-Caspase

P-Selektin
PVDF

Tumorsuppressorprotein p38, Synonym p38
MAPK

Tumorsuppressorprotein p53
Tumorsuppressorprotein p73
Polyacrylamidgelelektrophorese

P-Typ-Adenosintriphosphatase, Synonym:
E1-E2 ATPase

Phosphate buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen

Photon correlation spectroscopy
Phosphatidylethanolamin

Negativer dekadischer Logarithmus dersEC
Polyethylenglykol

Phosphorylierte ERK

P-Glykoprotein 1, Synonyme: MDR1,
ABCB1

Schizosaccharomyces pombe
Glutathiontransporter-1

pH-Wert, negativer dekadischer Logarithmus
der Stoffmengenkonzentration voR®i-
lonen in einer wassrigen Lésung

Pharmacopoea Europaea
Polydispersitatsindex
Phosphoinositid-3-Kinase

Negativer dekadischer Logarithmus degdC

p53-induced protein with a death domain
Synonym: LRDD

Proteinkinase C

pKs-Wert, negativer dekadischer
Logarithmus der Saurekonstante

Mismatch repair endonuclease 2 discovered
by postmeiotic segregation gene screening

Phenylmethylsulfonylfluorid
DNA-Polymerase
Serumparaoxonase/-arylesterase 2

Proteolytisch aktivierbare Vorlaufenfor
einer Caspase

PlateletSelektin
Polyvinylidenfluorid



Xl

Abklrzungsverzeichnis

PYD
RABS

RAD17
RAD51
Ras
RES

REV3

REV7

Ry
RINGdomain
RIP1

RNA

ROS

rpm

RPMI 1640

RT

S

SDS

SE

siRNA

SLC
SMAC/Diablo

SN-38
SOSs1
SPC
S-Phase
SSC
Stabw
SuUV

TANS
Tab.

Pyrin domain

Ras related protein Rab-&ynonym:
RABBA

Zellzykluseheckpoiriprotein RAD17
RAD51 Rekombinase
Rattensarkomprotein

Retikuloendotheliales System, Synonym:
RHS

Reversionless 3 subunit

Reversionless 7 subunit

Resistenzfaktor

Really interesting new gene finger domain
Receptor interacting protein kinase 1
Ribonucleic acidSynonym: RNS

Reactive oxygen species

Revolutions per minute

Roswell Park Memorial Institute medium
1640

Raumtemperatur

Sekunde

Sodium dodecyl sulfate

Standard error

Small interfering RNA

Solute carrier

Second mitochondria derived activator of

caspases/direct IAP binding protein with low

isoelectric point Synonym: SMAC, Diablo

7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin

Son of sevenless homolog 1

Sojaphosphatidylcholin
Synthesephase des Zellzyklus

Side scatter

Standardabweichung

Small unilamellar vesicle

Tesla

T4 EndonukleaseV

Tabelle



Xl

Abklrzungsverzeichnis

tBID
TBP
TBS
TBS-T
Tf

TF
TFPI
TfR
Tinza
TL1A
TLK199 HCI
TLS

™
TMEM
TNF R1
TNFa
TP53
TRADD

TRAF-2
TRAIL

TRIS
Tweak

TWEAK R

T-Zelle
™

U

UBF
UFH
ultraNMH

uv
uv
\Y,

Truncated BID

TATA-Box binding protein
TRIS buffered saline

TRIS buffered saline with Tween 20
Transferrin

Tissue factor

Tissue factor pathway inhibitor
Transferrinrezeptor

Tinzaparin

TNF-like ligand 1A
Ezatiostat-hydrochlorid
Translasionssynthese
Transmembrandomane
Transmembranprotein 205
Tumornekrosefaktorrezeptor 1
Tumornekrosefaktos-
Tumorsuppressorgen TP53

Tumor necrosis factor receptor type 1
associated death domain protein

TNF receptor associated factor 2

Tumor necrosis factor related apoptosis
inducing ligand

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tumor necrosis factor like weak inducer of
apoptosis

Tumor necrosis factor like weak inducer of
apoptosis receptor

Thymus-Lymphozyt
Unregistered Trade Mark
Umdrehung

Upstream binding factor
Unfraktioniertes Heparin

Gruppe der kleinsten Vertreter des
Niedermolekularen Heparins

Ultraviolett
Unilamellar vesicle
Volt



XV

Abklrzungsverzeichnis

VCAM-1
VDAC1

VEGF
VIS
VLA-4
VS.
Wnt

XAF1
XIAP
XPF

v-GCS
v-GT
Aem.
Aext.

Vascular cell adhesion molecule 1

Voltage dependent anion selective channel
protein 1

Vascular endothelial growth factor
Visuell sichtbar

Very late antigen-4Synonym: Integrim4f31
Versus

Wingless int-1

-fach konzentriert

XIAP associated factor 1

X-linked inhibitor of apoptosis protein

Xeroderma pigmentosum group F
complementing protein

Benzyloxycarbonyl-
y-Glutamylcysteinsynthetase
y-Glutamyltransferase
Emissionswellenlange
Extinktionswellenlange
Frequenz



Einleitung

1 Einleitung

Krebs ist eine der haufigsten und oft todlich vefémden Krankheiten der heutigen Zeit. In
den USA und in Westeuropa stellen Krebserkrankungenden letzten Jahren die
zweithaufigste Todesursache daieltweit gab es im Jahr 2012 ca. 14 Millionen
Neuerkrankungen und 8,2 Millionen Todesfalle, digekt mit einer Krebserkrankung
assoziiert sind. Der Trend ist steigend. So wirdiém nachsten zwei Jahrzehnten statistisch

eine Zunahme der jahrlichen Neuerkrankungen aMiflibnen erwartet’

Die funf haufigsten Krebsarten sind nach absteigerdiufigkeit bei Mannern in Lunge,
Prostata, Kolon/Rektum, Magen und Leber positidnieei Frauen in Brust, Kolon/Rektum,
Lunge, Zervix und Magen. Betrachtet man jedoch $ierblichkeit fur alle Krebsarten,
rangiert das Ovarialkarzinom auf dem siebten Pl&ies verdeutlicht eindrucksvoll, dass es
sich bei Ovarialkarzinomen trotz ihres glicklicherse seltenen Auftretens um den

todlichsten gynakologischen Tumor handeélt.

Diese maligne Veranderung ist in verschiedeneneR@tinen oftmals sehr heterogen, und
kann auf unterschiedliche Weise kategorisiert werdeemal der Progression des Tumors
werden morphologisch vier Stadien unterschiederpeivdie Diagnose in der Mehrzahl der
Falle erst im letzten Stadium erfolgt. Dies liegt dem relativ spaten Auftreten von
Symptomen und der Verwechslungsgefahr mit Symptoamelerer Erkrankungen, z.B. denen
des Magen-Darmtraktes, begriinfiétuRerdem existieren aufgrund der hohen Heterogenit
unterschiedliche genetische Varianten, die Hinwaisedie Aggressivitat des Tumors geben
kénnen. Sehr oft betroffen ist das Tumorsuppresso&$ (p53), nach dessen Status (mutiert
gegeniber nicht mutiert) eine Einteilung in zwei e@ategorien abseits der rein

morphologischen Eigenschaften des Tumors méglich is

Zur Behandlung des Ovarialkarzinoms hat sich bigéneine platinhaltige Chemotherapie als
einzelne Wirkstoffkomponente oder in Kombinatioalgdiert, die einer nicht platinhaltigen
Therapie tiberlegen i6tBehandlungen ohne Cisplatin oder eines seinerolyaabieten sich
nur als Alternativen an, wenn der Tumor gar keirsprechen mehr auf jegliche zytostatische
platinhaltige Substanz zeigt und ein Erhdhen desi&ang aufgrund der Nebenwirkungen

des Cisplatins wie Oto-/Nephrotoxizitat oder Myeipgression nicht mehr méglich fst.

Daraus ergibt sich auch die gréf3te Herausfordefunglie Forschung zur Behandlung von

Ovarialkarzinomen mit Cisplatin und verwandten Sabzen: Ein Gewahrleisten der



Einleitung

Aufrechterhaltung der Cisplatinwirkung, also im Ueshkschluss ein Uberwinden der
Cisplatinresistenz der Tumore, die teilweise igisoh vorhanden ist, aber nach mehreren

Behandlungszyklen fast immer zwangslaufig eintritt.

Bei dieser Art der Chemoresistenz handelt es smheinen (vorhandenen oder erworbenen)
Adaptionsmechanismus der Zellen des Tumors an dipodition gegenlber einem
Zytostatikum. Sie ist eng verkntpft mit weiteremggschen Veranderung, die wiederum die

starke morphologische Heterogenitat des Sammeftegfivarialkarzinom* erklarer®

Ziel der modernen platinbasierten Chemotherapieesstalso Behandlungsschemata mit
Cisplatin oder anderen platinhaltigen Substanzefinzen, die die Chemoresistenz umgehen.
Ein Uberwinden der Cisplatinresistenz kann teil@aisirch eine modifizierte Verteilung und
Zielsteuerung des Arzneistoffes im Tumor oder enoeherige Behandlung mit anderen

chemosensitivierenden Substanzen erreicht werden.

Dies kann jedoch nur gelingen, wenn das zu grof@@lerT noch unbekannte Phdnomen der
Chemoresistenz gegen Cisplatin besser verstandehunwd Mechanismen auf molekularer

Ebene aufgezeigt werden, die die Chemoresistemapetisch beeinflussen kénnen.

Somit steht diese Arbeit in dem Kontext, einen bek tber die Cisplatinresistenz in
Ovarialkarzinomzellen zu geben und aufbauend anfudeangegangenen Erkenntnissen von
KRIEGER ET AL'? einen Beitrag zur Uberwindung der Resistenz in ewsflten
Ovarialkarzinomzelllinien durch die Anwendung vdaeptatinhaltigen Liposomen zu leisten.
In diesem Zusammenhang wird die Inhibition apoptEsganter Schaltstellen als méglicher
Beitrag aufgezeigt. Dartber hinaus werden in die&dreit erstmals Erkenntnisse zur
Chemosensitivierung der Zellen mittels niedermolatem Heparin vorgestellt und in ihrer

therapeutischen Perspektive skizziert.
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2 Theoretischer Tell

2.1 Cisplatin

Cisplatin als Zytostatikum wurde vor Uber 40 Jahwren dem Amerikaner Barnett Rosenberg
entdeckt. Urspriinglich war es sein Ziel, die Aukwirgen eines elektrischen Feldes auf die
Zellteilung zu ergrinden. Nach dem Einbringen voratifelektroden in die
Wachstumskammer voBscherichia colikonnten starke morphologische Verdnderungen an
den Bakterien festgestellt werden, welche auf diesstehenden Elektrolyseprodukte an den
Elektroden zuriickzufitlhren waréh.Diese wurden als Platinderivate identifiziert uad
Bakterien und Tumoren in Mausen weiterentwickalass sich als die vielversprechendste
Substanz dasis-Diammindichloridoplatin(ll) (Cisplatin) herausstel** Interessanterweise
wurde diese Verbindung bereits ein Jahrhundertarorbn dem lItaliener Michele Peyrone als
Peyrones Salz synthetisiert, jedoch kein Zusammanha einer chemotherapeutischen
Wirkung hergestellt>*® Nach weiteren Experimenten unter anderem am Gh&satty
Institut in London wurde Cisplatin vodS National Cancer Institute die klinische Prifung
aufgenommen und 1971 erstmalig einem Patienterbracht, was schliel3lich nach weiterer
Forschung 1978 zur Zulassung durch die FDA fiiHt8is heute hat Cisplatin groRe
Relevanz in der Tumortherapie und ist nur schweerogar nicht zu ersetzen in der
Behandlung metastasierender Hoden- und Ovarialen®&lasentumore und solider Tumore
von Zervix, Lunge und im Kopf-/Halsbereitf.

Dosislimitierende unerwiinschte Arzneimittelwirkungéesonders Nephrotoxizititstellten
die erste treibende Kraft zur Weiterentwicklung ,daus der Mitte der 80er Jahre das
Carboplatin hervorging’ Die zweite bis heute teils uniiberwindliche Hiirdei lder
Chemotherapie mit Cisplatin ist das Auftreten vome@oresistenzen, die auch durch die
wiederkehrenden Behandlungszyklen einer platinb@siecChemotherapie provozierbar sind.
Um diesem Rickschlag entgegenzuwirken, wurden hishageitere chemisch modifizierte
Cisplatinanaloga wie das Oxaliplatin entwickelt. Neben der Modifikation des
Arzneistoffmolekils wurde auferdem versucht, durdhug delivery systemsdie
Wirkstoffkonzentration im Tumor zu erhdhen, wie fés das Doxorubicin als liposomale
Formulierung schon erfolgreich durchgefiihrt wuttiMit fortschreitendem Kenntnisstand
Uber die Vorgange der Apoptose und damit auch dergemregulierenden
Resistenzmechanismen auf zellularer Ebene beimhaéieere Ansatze eine Modulation eben
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dieser Prozesse. Ausgewahlte experimentelle Ausgangte stellen dabei z.B.
enzymaktivierbare prodrugs®,  resistenzgendemethylierende  Substafizen oder
Kombinationstherapien mit molekular zielgerichtetdrzneistoffen wie Antikérpern oder

etablierten Arzneistoffen aus anderen Indikatiobggerf> dar.

Trotz dieser vielfaltigen Ansétze ist die Cisplatsistenz ein bis heute nur unvollstandig
aufgeklartes Phanomen. Die hohe Relevanz von @ispland anderen platinhaltigen
Zytostatika Uber Jahrzehnte hinweg verdeutlicht edaledoch die Notwendigkeit,

Mechanismen der Chemoresistenz auf zellularer Ebemnerstehen, um einen Grundstein fur

die Entwicklung neuer Arzneistoffe und Therapiedegen.

2.1.1 Chemische Eigenschaften

Cl. NH;  H3N._ .Cl

~ e ~ e

Pt Pt
o SNH, o NN,

Abb. 2.1: Struktur des (SP-4-2)-Komplexes (Cisplatin), in d@aln Ammin- und Chloridoligand gegeniiber stehavkg),
und des (SP-4-1)-Komplexes (Transplatin), in derdd&hloridoliganden gegenstéandig sind (rechts).

Bei (SP-4-2)-Diammindichloridoplatin(ll) (Cisplajirhandelt es sich um einen quadratisch
planaren Komplex mit zweiwertigem Platin als Zelatiam (Abb. 2.1). Die zweifach positive
Ladung des Platins wird durch die beiden einfaclgatie geladenen Chloridoliganden
kompensiert, sodass der Gesamtkomplex nach auRerehiral ist. Es existiert aul3erdem als
Isomer (SP-4-1)-Diammindichloridoplatin(ll) (Trarapn), welches als Verunreinigung aus
dem Herstellungsprozess in den Arzneiblchern gelist, jedochin vitro eine stark

reduzierte undh vivo kaum feststellbare Zytotoxizitat an den Tag f8gt.

In wassriger Losung, also auch unier vitro-Bedingungen, unterliegt Cisplatin einem
zweistufigen Hydrolysevorgang zum Monoaqua- undgbDékomplex (Abb. 2.2, horizontale
Orientierung), in dessen Verlauf einer oder beidalofidoliganden durch Wasser
ausgetauscht werden. In 0,9 % Natriumchloridiésuwgd aufgrund der erhdhten
Chloridionenkonzentration diese Umsetzung auf déufeS des Monoaquakomplexes
verlangsamt! Laut Arzneibuchkommentar gilt daher eine Cisplasnng mit isotonischer
Natriumchloridlésung unter Lichtausschluss als 2Aabil*®
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Abb. 2.2: Hydrolyse- und Protolyseverhalten von Cisplatinvéissrigem Milieu; modifiziert nachoTsuyanaci ET AL. %

Neben der fortschreitenden Hydrolyse ist ebentidls Protolyseverhalten der Aquakomplexe
in Betrachtungen Uber eine Aufnahme von Cisplabaw( entstehenden Produkten) in
Tumorzellen mit einzubeziehen (Abb. 2.2, vertikalrientierung). Hierzu existieren
verschiedene experimentelle Daten: Der Monoaqualemipesitzt einen pKWert von ca.
6,4-6,9 und der Diaquakomplex einenspWert von ca. 5,4-5,6 und gKWert von ca. 7,2—
9’3.27,29

Ohne zellulare Strukturen wie Influx- oder Effluxtisporter zu betrachten, hat dies unter
physiologischen Bedingungen die Auswirkung, dassplatin extrazellular bei einer
Chloridionenkonzentration von ca. 140 mmd¥ifortschreitend in den Monoaquakomplex
Ubergeht, der bei pH 7,4 Uberwiegend deprotoniertiegt. Da der Hydroxoligand den
neutralen Ladungszustand des Gesamtkomplexes uredfit hat dies entscheidende
Auswirkungen auf die unspezifische Zellaufnahmecdyrassive Diffusion (Abschnitt 2.1.2).
Intrazellular sind bei einer niedrigeren je nachllkbenpartiment stark variierenden
Chloridionenkonzentration von ca. 5-40 mmdV/L héchstwahrscheinlich  beide
Aquakomplexe im Protolysegleichgewicht. Hierbeietipebenfalls der intrazellulare pH-Wert
eine Rolle, der sich bei Tumorzellen deutlich vagll@h nicht pathologischer Morphologie

unterscheiden kant.

Es ergibt sich daher hauptsachlich durch die PammeCisplatinkonzentration,
Chloridionenkonzentration und pH-Wert ein komplexehemisches Verhalten der
Verbindung, die daher spezifischen Aufnahmemechaams in verschiedenen Formen

bezuglich Ladung, Reaktivitat und Affinitat gegeeigieht.
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2.1.2 Zellulare Aufnahme und Ausscheidung

Zellmembran

HsN. Cl CTRI HsN. Cl
Pt =1 Pt
H,N™ Cl HN™ Cl

passive Diffusion
N OCT2
HsN. Cl L JCTR1 HsN. Cl
Pt —4 Pt
HsN© OH, H;N° OH,
3 Na*/2 K*-
NATPase
+H* “w o “
?
HN,_ ClI \ HoN, OH, | 2*
bt Pt

HsN~ OH passivefousior HsN" OH,

ATP7A
(ATP7B)
1

(iber trans-Golgi-Netzwerk)

MRP2

=P (als GS-cDDP-
Konjugat)

Abb. 2.3: Das intrazellulare Konzentrationsgleichgewicht @isplatin und seinen Hydrolyseformen bestimmt dundlux-
und Effluxmechanismen sowie Bindung an die ZielstrtuPNA; Doppelpfeile stellen Hydrolysegleichgewtetdar, mit
Protonenaufnahme/-abgabe beschriftete Doppeleiitolysegleichgewichte. Aus Griinden der Uberditditkit wurde im
intrazellularen Bereich auf die Darstellung dertBiyseformen verzichtet. Hintereinander stehenadd>fieuten eine starke
Vereinfachung in der Darstellung ablaufender Prezes. Das Fragezeichen deutet an, dass der Bisfark diskutiert

wird. Modifiziert nach MbRE ET AL

Neben der passiven Diffusion durch die Zellmembréir, die nur die ungeladenen
Platinkomplexe in Frage kommen, findet ebenfaliee\ufnahme Uber Transporter der SLC-
Familie statt. Hierbei sind besonders CTR1 und OB&&hriebeif (Abb. 2.3).

CTR1 ist ein integrales Membranprotein aus ca. 1®@inosaureri’, dessen drei
Transmembrandomanen hdéchstwahrscheinlich als fumddtes Trimer bei der Aufnahme von

Cisplatin in Erscheinung tretén.Es spielt im Kérper eine entscheidende Rolle fig d
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Kupferhomdostase durch den Transport einwertigepféts®® Daher liegt es nahe, dass
gezeigt werden konnte, dass neben Cisplatin selbsh der einfach positiv geladene
Monoaquakomplex als Substrat fungiert. Platinkom@lbewegen sich als schwache Lewis-
Sauren héchstwahrscheinlich wie einwertiges Kupfeer mehrmaliger Chelatierung durch
die Pore des CTR1-Triméfsallerdings wird ebenfalls eine Aufnahme durcletnalisierung

diskutiert>®

OCT2 ist im Gegensatz zu CTRL1 nicht ubiquitar vaden. Aus diesem Grund muss sein
Beitrag zur Cisplatinaufnahme immer im Kontext zumtersuchten Gewebe bzw. der
untersuchten Zelllinie betrachtet werd@rBesonderes Augenmerk ist dabei der Tatsache
geschuldet, dass OCT2 vornehmlich dort exprimieiidywwo Gewebeschadigungen von
Cisplatin verstarkt auftreten wie im Nierentubulusd der Cochlea des Horapparates. Somit
wird der Transporter stark mit den unerwinschtezn8imittelwirkungen platinhaltiger

Verbindungen assoziieft.

Es wurde zudem festgestellt, dass die intraze#u@isplatinkonzentration im Zellsystem mit
dem ATP-Angebot und der Aktivitait der NK'-ATPase korreliert. Der in manchen
Zelllinien stark ausgepréagte Effekt ist mit einexdhflussung der passiven Diffusion Gber das
Membranpotential mdglich, aber auch Auswirkunge aodere Aufnahmewege konnen

nicht ausgeschlossen werd&ii?

Intrazellular wird Cisplatin leicht hydrolysiert,aslurch der Wirkstoff unter anderem in ein-
oder zweifach positiv geladener Form als Aqua- bRiaquakomplex vorliegt und die Zelle
passiv nur schwer verlassen kann (Abschnitt 2.D#). Efflux erfolgt daher vornehmlich
durch P-ATPasen fur Kupfer wie ATP7A und ATP7B. Miaer fir andere Zytostatika
relevanten Transporter, die mmtulti drug resistancen Zusammenhang stehen wie P-GP,

spielen beim Cisplatinexport eine untergeordnetiéeRdier gibt es Belege fiir MRP?.

ATP7A und ATP7B sind Isoformen von kationentransipoenden P-ATPasen. Die
Kristallstruktur ist noch nicht vollstandig aufgék, jedoch wird von acht

Transmembrandomé&nen und einer N-terminalen Regibsaohs Bindungsstellen fir Kupfer
und einer Lange von ca. 1500 (ATP7A) bzw. 1465 (ABPAminosauren ausgegangén.

Beide Formen werden im trans-Golgi-Netzwerk expeitund vermitteln dort den Einstrom
von Kupfer aus dem Zytosol in den Golgi-Apparatidét jedoch eine Translokation Uber
Vesikel zur Zellmembran statt, sind sie direkt ampferefflux beteiligt. Der Mechanismus

des Cisplatintransports verlauft wahrscheinlichlegpau dem des Kupfers. Bei genetischer
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Variation, die die Funktionsfahigkeit der Transporblockiert, kommt es im Organismus
symptomatisch zum Wilson- (ATP7A) bzw. Menke-Syndr(ATP7B)**

MRP2 aus der Familie der ABC-Transporter besitzfiansmembrandomé&nen und hat eine
Lange von 1545 Aminosaurén®® Der Transport ist wie bei den Kupfereffluxtranspon
ATP-abhéngig und setzt zudem eine vorherige Bindieg Platinkomplexes an Glutathion

voraus?’

Diese Influx- und Effluxmechanismen bedingen soin#@uptsachlich die intrazellulare
Konzentration von Cisplatin, welches dann aus déec@gewicht der beiden Aquakomplexe
elektrophil an die DNA bindét

2.1.3 Bindung an die Zielstruktur

Cisplatin interagiert mit den Basen der DNA vornébm am elektronenreichen Purin-
Stickstoff in Position 7. Als Hauptbindungspartfiengiert Guanin, welches im Vergleich zu
Adenin durch den an Position 6 substituierten Saoafr zur Ausbildung einer

stabilisierenden Wasserstoffbriicke zum Amminligandies Aquakomplexes fahig 5t

(Abb. 2.4).

HaN H\N'H
Ho-Pt” H

HO. /2

| ;
Ho © r\?/_e<
N NH
HI © N=
HH

Abb. 2.4:1solierte Darstellung der Bindung eines Aquakome¢exon Cisplatin an Guanosinphosphat; neben der
Komplexbindung in Position 7 wirkt die Wasserstoltkenbindung des an Position 6 substituierterkSttidfes
stabilisierend. Das Protolyseverhalten ist aus @eéirder Ubersichtlichkeit nicht beriicksichtigt.

Nur ein geringer Teil des DNA-gebundenen Aquakomgseverbleibt auf der Stufe des
Monoadduktes, der Grol3teil bildet Vernetzungenbaitachbartem Guanin/Adenin oder dem
Ubernachsten Guanin. Die so entstehendenntr&strand crosslink€suanin-Pt-Guanin und
Guanin-Pt-Adenin machen bis zu 90 % bzw. bis z@s16er moglichen Addukte adSAlle

anderen Vernetzungen wie lifirastrand crosslinksindinterstrand crosslinkstellen einen
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verhaltnisméaRig kleinen Anteil dat Prinzipiell ist auch eine Bindung der Aquakomplexe

andere Nukleophile wie Proteine mit schwefelhaftigdminosauren (z.B. Glutathion)
maoglich. Diese kann auch mit einem Monoaddukt P{AD$tattfinden, sodass sich DNA-Pt-
Protein-Komplexe bilden (Abb. 2.5). Die AffinitatiZGlutathion wird allerdings geringer als

die zu Purinbasen eingesch&fzt.

- GQ\ NH3 - -
_—Pt
- AT NH; Protein B T
— - H3N‘ ,NH3 S =G -
Rt \

G HN, =G Gs / R

H-N ,Pt\\ NH;3 ,Pts
3 ‘Pt HgN =G - Pts G H3N NH3 - -

;Y NH3

H3N OH DNA - G- G - -

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der moglichen CisplatilABMIdukte; v.l.n.r.: Monoaddukt, 1,2- und lij®rastrand
crosslinksinterstrand crosslinkind DNA-Protein-Addukt

Bei der Entstehung der prddominanten Guanin-Pt-fBub2-intrastrand crosslink&kommt
es zur Ausbildung eines Winkels in der DNA-Doppéihevelcher Strangbriiche begunstigt

und Transkriptions- und Replikationsvorgange ska&intrachtigt?

2.1.4 Vermittlung der Zytotoxizitat

Auf die vorliegenden DNA-Schaden bzw. -Verdnderumgeagieren eine Reihe von
Erkennungsproteinen und Transkriptionsfaktorenuid@r MSH2 aus dem MMR-Komplex,
die HMG1 und HMG2, der UBF flur die RNA-Polymeraseirid der Transkriptionsfaktor
TBP>**>%® Dije HMG1 schirmt aufgrund ihres erhéhten Binduregswgens an das
Platinaddukt die DNA vor Reparaturmechanismef’ aimd die Transkription wird durch
verminderte Affinitdt des UBF und TBP gehemmt.

Allerdings korrelieren verminderte TranskriptionduReplikation nicht unbedingt direkt mit
dem Zelltod® d.h. die Zelle stirbt nicht ausschlieRlich dureine Verarmung an
lebenswichtigen Transkriptionsprodukten oder Urgkait zur Zellteilung. Vielmehr handelt
es sich um Apoptose. Ein Bindeglied zwischen déefnung von DNA-Schaden und der
Initiation apoptotischer Prozesse stellt ATR daeloles Uber Chkl eine Phosphorylierung
und somit Stabilisierung von p53 mit dem intrinbise Signalweg der Apoptose verknupft

ist.>*%° Die Phosphorylierung wirkt dabei schiitzend gegeniginer Ubiquitinylierung durch
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MDM2, welches als negativéeedbackViechanismus p53 abbaiitDie p53-Bindung an die
DNA wird auBerdem direkt durch die HMG 1 und 2 vitteit.? Da jedoch lediglich 1 % des
zytoplasmatischen Cisplatins an DNA im Zellkerndgr®, sind eine Reihe weiterer Stimuli
wie z.B. Interaktionen mit Komponenten des Zytoplas oder Effekte von aul3erhalb der
Zelle moglich. Im Folgenden wird die Zusammenfilgwmd Beeinflussung dieser Ausloser

bis zur Effektorebene der Apoptose betrachtet.

2.2 Apoptose und cisplatininduzierte Toxizitat

2.2.1 Abgrenzung zur Nekrose und Autophagie

Morphologisch sind Unterschiede zwischen sterbendailen schon seit mehreren
Jahrzehnten bekannt. Dabei kann zwischen Nekraseddy die Zellen Anschwellen und
schlie3lich die Zellmembran und Organellen ihreegmitat verlieren, und Apoptose, bei der
das Volumen abnimmt und die Zellen sich zu mehrekempartimenten abschniren,
unterschieden werd&h(Abb. 2.6).

Intakte
Zelle

Abb. 2.6: Stark vereinfachter, morphologischer Vergleichsolien Nekrose und Apoptose; modifiziert naemKEeT AL

Nekrose wird hauptsachlich durch physikochemiscB&ess ausgelost und galt lange als
zufallsabhangiger, unkontrollierter Prozess. Nemdfekenntnissen zufolge scheint sie aber
auch durch verschiedene Einflussfaktoren reguiersein, weshalb der Begriff Nekroptose

gepragt wurde. Dessen Abgrenzung zur eigentlichelrdée wird jedoch diskutiett:®®
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Neben der Nekrose besitzen Zellen auf3erdem diglk&ihizur Autophagie. Dieser Vorgang
fordert zunéchst die Proliferation von Zellen, indegeschéadigte zellulare Komponenten
lysosomal abgebaut und wiederverwertet werdereited Kompensation der Zellschadigung
jedoch nicht mehr méglich, kann auch der Zelltodnigelt werden. Somit spielt Autophagie
ebenfalls eine Rolle bei der Suppression von Tusiterz®’ Sie wird von Faktoren wie

Beclin-1, PI3K, mTOR und Bcl-2 reguliert und steiaimit ebenfalls in Zusammenhang mit
p53. Autophagie und Apoptose wirken gegenseitigiaahder regulierend ein, wobei letztere

ungehemmt unweigerlich zum Tod der Zelle fiffirt.
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2.2.2 Differenzierung des extrinsischen und intrinsischersignalweges
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Abb. 2.7: Gesamtiibersicht tiber den intrinsischen und exsghen Apoptoseweg; modifiziert nach der AbBpgptosis
Signaling Pathwaysvon R&D Systems
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2.2.2.1 Der intrinsische Apoptosesignalweg

Ist das Ausmald der DNA-Schadigung so hoch, das&ahekeit zur Reparatur diese nicht
mehr kompensieren kann, Uberwiegen die apoptotis@ignale des p53. Dazu gehdrt die
intrazellular ausgeldste Apoptose, bei der unteflEss von p53 Proteine der Bcl-2-Familie
in der Nahe der Mitochondrien lokalisiert werdened2 haben das Vorhandensein einer bis
vier homologer Domanen, den sogenannten BH-Domagemein, die von Bedeutung fur
eine funktionell entscheidende Homo- oder Heteredisterung sind. Die antiapoptotischen
Vertreter wie Bcl-2 und Bcl-xL weisen vier versatiéme solcher Domanen auf, wéhrend die
apoptosefordernden Vertreter Bax und BAK BH1 bis3BEnhthalten. Zu den BHaly
gehoren Bad und BID; sie haben lediglich einenBi#+2-homologen Bereiclig(Abb. 2.8).

Bcl-2
Bcl-xL
Bax
BAK
Bad
BID

antiapoptotisch

proapoptotisch

BH4 BH3 BH1 BH2 ™

Abb. 2.8: Ubersicht iber die BH-Doménen einiger VertreterBigr2-Familie;modifiziert nach @0 & KorsMEYER?

Uber eine Assoziation zweier gleicher oder verstdnmer der Bcl-2-Proteine wird die
Permeabilitdit der &ufleren Mitochondrienmembran egest Formieren sich zwei
proapoptotische Vertreter, kommt es zu einer Pebitigserhéhung und der Freisetzung von
Cytochrom C, SMAC/Diablo und HTRA2/Omi. Ist ein Emoptotisches Protein an der
Assoziation beteiligt, wird die Undurchlassigkeitr fmitochondriale Signalstoffe aufrecht

erhalten’?

Besonders entscheidend fur die reflektorische Aigitang von Cytochrom C scheint das

Verhéltnis von Bax zu seinem Gegenspielerproteir2Bau sein, wenn es sich zugunsten des
Bax verschiebt. Dazu ist sowohl vorstellbar, dass asplatininduzierte DNA-Schaden die

Bax Expression steigert, als auch dass Bcl-2 ahgetied.”?
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Eine Sonderstellung nimmt BID ein, welches zur B#essung der Mitochondrienmembran
in seine aktive Form tBID umgewandelt werden mussiche ohne Beteiligung anderer
Bcl-2-Proteine wahrscheinlich nicht zur Ausbilduminer Membranpore fahig ist. Die
Aktivierung geschieht unter Beteiligung von PIDDduBildung eines PIDDosomes durch
Caspase-2-Aktivierung. AulR3erdem bildet es eine Meing zum extrinsischen Signalweg,
da es ebenfalls durch Caspase-8 direkt aktivieisidf'’* Eine PIDDosomen-unabhéngige

Aktivierung der Caspase-2 nur (iber Caspase-8 welidefalls festgestelft.

Kommt es aufgrund des Uberwiegens proapoptotisBiog2-Proteine zum Ausstrom von
Cytochrom C, bildet dieses im Zusammenspiel mit APA und Pro-Caspase-9 das
Apoptosom, ein Oligomer aus vermutlich sieben APIAMolekilen und Bindungsstellen fur
fiinf bis sieben Pro-Caspase-9-Molekiile, welcheskdidie Initiator-Caspase-9 aktivieft.

Diese wiederum aktiviert die Effektor-Caspasen-@ tinund wirkt ebenfalls konzertiert mit

einem aktiven extrinsischen Signalweg auf Caspasie-3

Eine Unterbrechung des apoptotischen Signals auf ddrinsischen Weg ist bis zur
Aktivierung der Effektor-Caspasen mdaglich, indenwexder das Apoptosom durch HSPs wie
HSP 70° oder Caspase-9 und die Pro-Caspasen-6, -7 undreB ¢APs wie Survivin oder
XIAP gehemmt werden. Die neben Cytochrom C aus Méonchondrien ausgeschutteten
Proteine SMAC/Diablo und HTRA2/Omi wirken im Gegatss Uber eine Inhibierung der
IAPs sekundér apoptotis¢h®

2.2.2.2 Der extrinsische Apoptosesignalweg

Neben einer intrazellularen Reaktion auf DNA-Scméd (ber Todesrezeptoren auch eine
vom extrazellularen Raum aus ausgeldste ApoptoggichoDer Ursprung des apoptotischen
Signals kann dabei im Zellverband primar extraz&tlin einer parakrinen Stimulation durch
benachbarte sterbende Zellen liegen. Im Organismeuden die Liganden oftmals von Zellen
des Immunsystems wie z.B. aktivierten T-Zellen dttZellen ausgeschiittét. Andererseits
kann die Zelle auch auf p53-abhangige Weise miereigesteigerten Expression von
Todesrezeptorliganden auf DNA-Schaden reagi#r&hSo wird ein autokrines sekundar

extrazellulares Signal generiert.

Die hauptsachlich fur die Apoptose relevanten mam&téndigen Rezeptoren sind Fas,
TRAIL R1 und TRAIL R2, TNF R1 und DR3 mit ihren lagden FasL, TRAIL, TNé& und
TL1A. Diese Transmembranrezeptoren gehoéren zur DpeBamilie, die eine ca. 80
Aminosauren lange zytoplasmatiscleath domaingemeinsam hat. DD-Proteine kdnnen
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nach ihrer Sequenzhomologie in vier weitere SubtypeD, DED, CARD und PYD)
unterteilt werden (Abb. 2.9). Die Membranrezeptagehdren dabei zur DD-Unterfamifté.

[ Liganden:

FasL, TRAIL, TNF, TL1A
Rezeptor-Ligand-Bindung

I Rezeptoren:

I I
IVTBCRIRCQIRCQ1AIRIOCNTRINAINTNININIY TM (RIBCRIRIRIACNIRIATRIAINIQINIAINIAININI _'I:_?\ISFI ;TAELREU 2,

A)D-Interak:io\ | h d
Zytosolische Adapterproteine:
DD DDIDED nur DD: TRADD, RIP1, DAXX

DD & DED: FADD

DED:DED-Interaktion

Apoptose insi :
PP - 1 [Caspase[DED]  Emstesre

Effektor-Caspasen

Abb. 2.9: Proteindoméanen des extrinsischen Apoptosesignakvenqd deren Interaktionsmaoglichkeiten, die zuriviétung
der Apoptose fuhren.

Da es zur Interaktion zweier gleicher Subtypendaméabedarf, sind am extrinsischen
Signalweg hauptsachlich die DD-haltigen zytosoksciProteine FADD, TRADD, RIP1 und
DAXX beteiligt, die mit den Todesrezeptoren wechseden. Es kommt zur Ausbildung von
Komplexen, die Uber FADD, welches zusatzlich zuneeiDD noch eine DED enthélt,
imstande sind, Pro-Caspase-8 und -10 zu aktiviehen.Fall des Fas wird der DISC
ausgebildet, bei dem die DD des FADD direkt mit deytosolischen Teil des Rezeptors
wahrscheinlich im Zusammenspiel mit DAXXinteragiert. TRAIL R1 und R2 bilden einen
sehr ahnlichen Komplex aus, jedoch ohne BeteiliglegDAXX®

TNF R1 assoziiert zytosolisch mit TRADD und FADD Komplex 1, ebenfalls einem DISC.
Beide vermitteln Gber die Aktivierung der benanntkritiator-Caspasen die Effektor-
Caspase-3, -6 und #7% Mit TRADD, welches RIP1 und TRAF-2 rekrutiert, forert TNF

RlauRerdem einen Komplex I, der Uber IKK und dB-€FLIP aktiviert. Diese hemmen als

Riickkopplung DISC und Komplex Il und wirken somitiapoptotisch?*°
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DR3 ist intrazellular zur Ausbildung derselben zKemplexe fahig wie TNF Ri:

Der weniger erforschte TWEAK R gehort ebenfallsaben beschriebener Rezeptorfamilie,
weshalb ein Einfluss auf apoptotische Prozesset naisgeschlossen werden kann.
Vermutlich ist dieser Rezeptor ebenfalls zur Bilgurytosolischer Komplexe mit TRAF-2

fahig. Eine Beeinflussung der Apoptose wird iiberdBFangenommer?-*

2.2.3 Aktivierung weiterer Signalkaskaden

Da die Reaktion auf cisplatininduzierte Toxizitédrk p53-abhangig ist, kommt es gerade im
subtoxischen Konzentrationsbereich zuné&chst zuleling eines Zellzyklusarrestes mittels
p21. Es tritt in Wechselwirkung mit mehreren Zyklimdurch z.B. Hemmung der CDK1A
und B, aufgrund derer die meisten mit Cisplatin dmetelten Zellen im G2/M-Arrest
verharrer®® Aber auch andere Arreststadien sind moglicHiel des Arrestes aufgrund von
DNA-Schadigungen ist die Moglichkeit zur DNA-Repara Diese wird ebenfalls durch p53
induziert, indem es stimulierend auf GADD45a winkiglches sich darauf mit dem PCNA
assoziiert und die NER-Aktivitat steigéft.

Uber die ATR-Kinase ist neben einer Aktivierung voB3 ebenfalls eine Aktivierung des
MAPK-Signalwegs méglich, im Besonderen der Kinadenp38-, ERK- und JNK-Famili¥.
Diese transformieren extrazellulare Signale in amétlulare Impulse wie Proliferation,
Differenzierung, Uberleben oder Apoptose der ZBIIERK wirkt vermutlich tiber eine p53-
Aktivierung apoptotisc?, wahrend die p38-Kinasen wahrscheinlich mit p&néalls einem
Tumorsuppressorprotein, in Wechselwirkung stefifmber auch Auswirkungen auf die
zytosolischen Kinasen und das Zytoskelett wurdeschméebert?

Durch seine generelle Bindungsfahigkeit an Nukldeptvie GSH, Metallothioneine und
thiolhaltige Proteine kdnnen héhere Cisplatinkotzgionen ebenfalls durch eine Verarmung
der Zelle an Antioxidantien zu oxidativem Stressl dgler Entstehung von ROS fiihren. Diese

initiieren in kritischer Konzentration Apopto®.

Obwohl die exakten Mechanismen der durch Cisplatisgelésten Apoptose nicht in allen
Einzelheiten bekannt sind, setzt die Substanz ¥ietézahl von Prozessen in Gang, die
letztlich durch das Uberwiegen von Todessignalem zmogrammierten Tod menschlicher
Zellen fuhren. Ist die Wirkung einer antineoplastisn Verbindung jedoch so vielschichtig
und synergistisch, stehen der Zelle auf der and8eate ebenfalls viele Moglichkeiten der

Umgehung ihrer Toxizitét zur Verfiigung. Dies filar Ausbildung von Resistenz&H.
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(DNA-Schaden)

MAPK
(p38, INK, ERK)

Apoptose

Transkriptionsfaktoren
(Differenzierung, Proliferation)

CDK 1A/B Gadd45a

DNA-Reparatur
(PCNR -> NER)

Zellzyklusarrest | »

Abb. 2.10: Aktivierung primér apoptoseunabhangiger Signalwdgeh Cisplatin induzierte DNA-Schaden. Beteiigtd
unter anderem der PI3K-Signalweg (griin), Galheekpoint & Zellzyklusarrest-Signalweg (rot) und MAPK-Signag
(blau). Modifiziert nach ®pik 1%

2.3 Resistenzmechanismen

Chemoresistenz kann als das Phanomen bezeichndemwebbei dem Tumorzellen unter
klinisch relevanten Dosen eines Zytostatikums naddrh Zelltod unterzogen werden. Diese
Unempfindlichkeit gegentber antineoplastisch wirkea Substanzen kann zunachst in
intrinsische und erworbene Chemoresistenz eingeteilden'® Bei ersterer handelt es sich
um eine schon in den Zellen vorhandene ResistamegndJrsache nicht mehr erfassbar ist, da
sie den Mutationen zugeordnet wird, die auch zgemichen Entstehung des Karzinoms
fuhrten. Die erworbene Chemoresistenz beruht auwkreichronischen Exposition mit
Zytostatika in Konzentrationen, die nicht fir diesamtpopulation an Zellen tddlich ist. Die
Fahigkeit zur Toleranz der toxischen Substanz elmtstiabei sowohl durch Selektion
resistenzbegunstigender Mutationen, als auch dukgdmmunikation und Austausch
genetischer Informationen zwischen den ZelférKlinisch betrachtet werden beispielsweise
Ovarialtumore als resistent bezeichnet, wenn déeman einem Zeitraum von unter sechs

Monaten nach leitlinienkonformer Ersttherapie eiféickfall erleidef

Auf biochemischer bzw. molekular-pharmakologiscbkdrene ist Chemoresistenz ein sehr

komplexer Vorgang und fast immer multifaktori#lf. Um einen méglichst tibersichtlichen
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wie umfassenden Uberblick zu geben, eignet sich dféassifizierung der

11,105

Resistenzmechanismen nachLGuzzl ET AL. in pre-target on-target post-targetund

off-targetResistenz.

2.3.1 Pre-targetResistenz

Betrachtet man die Zytotoxizitdt als konzentratabisgingiges Phanomen, ist der
intrazellulare Anteil an Cisplatin ausschlaggeb&idDieser wird entscheidend durch das
Vorhandensein und die Aktivitat der Cisplatin Auinge- und Ausscheidungsmechanismen
(Abschnitt 2.1.2) bestimmtPre-target Resistenz beinhaltet somit alle Veranderungen der
Zelle, die sich auf das intrazellulare Cisplatineguum zugunsten einer geringeren
Konzentration auswirken, die dann einer Bindung Zaelstrukturen wie die DNA oder

zytosolische Komponenten zur Verfligung steht.

2.3.1.1 Reduzierte Akkumulation

Am starksten verknlUpft mit reduzierter Cisplatinakiulation ist der Kupfertransporter
CTR1. In vielen resistenten Zellen ist eine vermaimel Expression zu beobachten, die mit
einer erhéhten Cisplatintoleranz verknupft‘f&tAuRerdem konnte fiir eine Koinkubation mit
Kupfer eine Erhéhurtd® und fir Kupferdepletion eine Verminderung der Risiz
festgestellt werdelf® Durch Cisplatin wird der Transporter in bestimmt&elllinien

ebenfalls weniger stark exprimiéff.

Andere Transporter wie z.B. die M&*-ATPase spielen wahrscheinlich auch eine Rblle
ebenso wie Veranderungen in den passiven Diffusagsingen durch Modifikationen in der

Zellmembran'*?

Den OCT wird aufgrund ihrer gewebespezifischen Eggion eine untergeordnete Bedeutung
bei der verallgemeinernden Betrachtung der Cherisbeez beigemessen (Abschnitt 2.1.2).

2.3.1.2 Gesteigerter Efflux
Fur die Effluxkupfertransporter ATP7A und ATP7B @#R2.11) wurde speziell fur Cisplatin
eine Translokation vom trans-Golgi-Netzwerk zur Meam gezeidt®, zusatzlich zu einer

generellen Uberexpressidfy deren klinische Relevanz noch nicht geklart’ist.

Nach seiner Bioaktivierung kann Cisplatin anstdibe DNA mit reduziertem GSH reagieren
und somit inaktiviert werden. Diese normalerweigghinenzymatische Reaktion kann durch
GSTr katalysiert werden, deren Uberexpression wahratibei zur Resistenz fuhtH?

Genauso denkbar sind eine starkere Reaktivitdhdummwandlung von extrazellularem GSH
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in Cysteinylglycin, katalysiert durch Uberexprimieey-GT, oder gesteigerte Bereitstellung
von GSH durch Hochregulierung von c¢-JUN und einbkempde hohey-GCS-
Konzentrationed!’ Der Efflux des GS-konjugierten Cisplatins wird curdie verstarkte
Transkription von ABC-Transportern bewirkt, die Barsde sind gebundenes GSH zu
exportieren™ (Abschnitt 2.1.2). Obwohl die ABC-Transporter inini%e der multi drug
resistancestarken Einfluss auf den Efflux und somit die Tatéizvieler Zytostatika haben,
spielt bei Cisplatin und anderen platinhaltigen agyaitika héchstwahrscheinlich lediglich
MRP2 eine Rollé!® Fir andere prominentere Vertreter wie P-GP is¢ &aeinflussung der
Chemoresistenz platinhaltiger Zytostatika nichtréichend belegt.

Neben Glutathion nehmen basierend auf demselbenhdnéamus der Inaktivierung
Metallothioneine eine Funktion bei der Detoxifikati von Cisplatin ein. lhre genaue
Beteiligung an der Chemoresistenz und ein mit ihnembundener Transport in den
Extrazellularraum ist jedoch noch nicht ausreichgeklart*

W 4y,
g R
& 2,

S 2
& coemionionene> | b 2
4 =
& 3
gzg TR * Zellkern @
=" :
% Biosynthese GSH \ ATP7A/B gg
= } y-GCs GST 4 % IS
) %ATP7A/B

Lpm &
% &
MRP2T i ?}XXX%

Abb. 2.11: Pre-targetResistenzmechanismen, die die Toxizitat von Cisplair dem Erreichen der DNA verringern. Nach
oben gerichtete Pfeile zeigen an, dass das Piiate8inne einer Resistenz hochreguliert wird, natfen gerichtete Pfeile
runterreguliert. Modifiziert nach &.LanD’
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2.3.2 On-targetResistenz

Kommt es zur Bindung von Cisplatin an die DNA, witdr Schaden durch Signalproteine
erkannt und in die Konsequenzen Reparatur oder tapepibersetzt. Fur die Weiterleitung
zytotoxischer Signale wurde vornehmlich der MMR-Kglex gezeigt (Abschnitt 2.1.4).
Gleichzeitig werden aber auch kompensatorisch Réypanechanismen angestol3en, deren
gesteigerte Expression und Aktivitat prinzipielhen Beitrag zur Cisplatintoleranz leisten
kénnen. Das NER-System schneidet DNA auf der 5teSebn Platinaddukten durch eine
Heterodimerisierung' von ERCC1 und ERCC# und das REV3-REV7-Heterodimer der
Polymerase{ kann in seiner Aktivitit Guanin-Pt-Guanin-Addukierspringert?® Von
Cisplatin verursachte Doppelstrangbriiche kénnenoder kurz nach der S-Phase des
Zellzyklus durch BRCA-Proteine repariert werdén(Abb. 2.12).Ebenfalls ist eine Bindung
von Cisplatin an den VDAC1 der Mitochondrien besdhen, mit der eine
Permeabilitatsveranderung einherggft.

Als on-target Resistenz kdénnen somit Verdnderungen in den befsmren
cisplatininduzierten Vorgangen bezeichnet werdem,denen trotz vollzogener Bindung an

die Zielstruktur eine Ubersetzung in zytotoxisclhgndle ausbleibt.

2.3.2.1 Gesteigerte DNA-Reparatur

Auf zellularer Ebene korrelieren die Uberexpressiom ERCC1, einer Endonuklease, mit
ChemoresistertZ® sowie eine Fehlfunktion von Polymerasen mit ggsteer Sensitivitat’
und deren Uberexpression mit Resist&fiDurch einen Funktionsverlust der in Brust- und
Ovarialkarzinom haufig veranderten BRCA1- und BRG®&né*, die iiber ihre Proteine die
Reparatur von Doppelstrangbriichen regulieren, vdiel Sensitivitdt gegenuiber DNA-
bindenden Substanzen erhoht. Sekundar kann dierdemefizienz jedoch oftmals Uber

andere Mechanismen iiberkompensiert wefd®n.

Konnen diese Mechanismen die durch Platinbindungclgidigte DNA weitestgehend
wiederherstellen, bleibt ein Vorantreiben apoptbtes Signale aus.

2.3.2.2 Unterbrochene Weiterleitung von DNA-Schaden

Sind die Reparaturmechanismen nicht imstande, ®é Dinreichend wiederherzustellen,
kann eine Veranderung des MMR-Komplexes trotzdem Auslésen toxischer Signale
unterbinden. Diesbeziglich sind Mutationen oderiéfelron MLH1 und MSH2 (Abb. 2.12)
beschriebe®® Dadurch wird trotz fortschreitender Platinierungnee Weiterleitung
apoptotischer Signale Uber nachgeschaltete ProtameApotoseregulatoren wie p53
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unterbunden. Allerdings scheint dieser dem Zelltamtgeschaltete Mechanismus keine

Voraussage iiber das Ansprechen auf eine Cisplatapte zu erlaubei>**

Im Falle des VDAC1 konnte eine erhdhte Cisplatiertahz bei NSCLC-Zellen mit VDAC1-
knockdowrfestgestellt werdef* Es gilt jedoch als umstritten, ob der lonenkariiakd durch
die Cisplatinbindung oder durch vorangehende Ammsignale reguliert wird. Daher ist die

Einordnung al®n-targetResistenz nicht eindeutig.

MMR TLS HR NER

BRCAI* ERCC1 +

NER-Komplex- ~
X Proteine
1 PCNA | PCNA 1 1
| | | |
. | | |
“ v v v
Transkription Transkription Reparatur
Apoptose Reparatur

Abb. 2.12: On-targetResistenzmechanismen, die direkt mit der DNA ietggfen. Nach oben gerichtete Pfeile zeigen an,
dass das Protein im Sinne einer Resistenz hoclieeguird, nach unten gerichtete Pfeile runterreggtil Modifiziert nach
SINICROPE& SARGENT® WELCSH ET ALY und KIRSCHNER& MELTON®

Obwonhl diese Art von Mechanismen keinen so grofiafiuss auf die Resistenz hat wie z.B.
die erhohte Cisplatininaktivierung, ist sie nichinder relevant, da sie substanzunabhangig

auch fur Platinanaloga zutrifft, die ansonstenrbsistenten Zellen gut wirksam siti.

2.3.3 Post-targetResistenz

Die Mechanismen depost-target Resistenz sind eng verknipft mit dem Ablauf der
intrinsischen und extrinsischen Apoptose und amdergplatininduzierten Signalwegen, wie

sie in Abschnitt 1.2.2 und 1.2.3 beschrieben wurdégrallgemeinert handelt es sich um
Veranderungen der Zelle, die nach der Bindung vaspl@tin an Zielstrukturen und nach

Initiation der Apoptose zu erhdhter Cisplatintoterabzw. geringerer Cisplatinsensitivitat

fuhren (Abb. 2.13).
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TRAIL R1/2 paradox hochreguliert
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Abb. 2.13: Post-targetResistenzmechanismen, die mit der Apoptosekaskartedsaen Ausldsung durch DNA-Schéadigung
verknipft sind. Nach oben gerichtete Pfeile zeigendass das Protein im Sinne einer Resistenz égualert wird, nach
unten gerichtete Pfeile runterreguliert.

¢

2.3.3.1 Modulation der Signaltransduktion

Ein zentraler Umschaltpunkt fiir das Uberleben @desterben ist wie schon beschrieben p53.
Besteht hier ein Defekt oder eine Instabilitat, ikale Zelle Apoptosesignale nur fehlerhaft
weiterleiten, wodurch vorhandene DNA-Addukte trdEzkennung keine Konsequenzen
haben. Dafur spricht, dass ein direkter Zusammentmvischen der Toleranz gegentber
DNA-Schaden und dem Resistenzgrad best8uRer der Inaktivitat von p53 treten in ca.
50 % aller Tumore p53-Mutationen auf, wobei der éinbei Ovarialkarzinomen isoliert
betrachtet sogar noch héher lié§tDiese sind sehr vielschichtig und treten durch die
Unfahigkeit zur Bax-Aktivierung bis hin zur Untedwmhung von kritischen Stellen im
Zellzyklus als Resistenzen in ErscheindffyAuch Klinisch ist der p53-Status mit einem

Ansprechen auf ein cisplatinhaltiges Behandlungsregerkniipft:4*142

Obwohl Veranderungen oder Defekte an p53 zu einerlust an Cisplatininsensitivitat
fuhren kénnen, sind sie aufgrund der Vielzahl aed#&ttglichkeiten zur Beeinflussung des

Apoptosesignalweges keine zwingende Voraussetdim@tfemoresistenZ?

Da cisplatininduzierte Effekte auch eine Aktiviegudes MAPK-Signalweges zur Folge
haben, liegt eine Beeinflussung der Cisplatinresistdurch Veranderungen der beteiligten
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Kinasen nahe. Dabei werden ERK1/2 vornehmlich faoérendé** und p38 und den JNK
apoptotisch&™%° Stimuli zugeschriebenin vitro gibt es Hinweise auf eine Assoziation
zwischen Chemoresistenz und verminderter Aktivigruon p38 und JNK* Uber ERKs

ergibt sich aufRerdem eine Verbindung zur intrifssc Apoptose, da es die Bad-
Phosphorylierung hemmt, wodurch Ovarialkarzinonezelkeine erhdhte Cisplatintoleranz

zeigen'*®

Aber auch die veranderte Expression proapoptotiséineteine wie Bax oder BAK und
antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2 oder Bcl-xLr dBcl-2-Familie selbst hat eine

Veranderung der Kaskade als Konsequenz und sonflug$ auf die Chemoresistetz:*>°

Auf dem extrinsischen Weg wird Chemoresistenz mmiitr einem Funktionsverlust der
Todesrezeptoren assoziiert. Trotz einer oft bedeaéah cisplatininduzierten Erhéhung der
Expression von TRAIL R1/2 und Fas wird in manchem®ren und Zelllinien ein geringeres
Ansprechen auf das Zytostatikum beobachtet?

Defekte in diesen Kaskaden unterbrechen die Ulmnsgteines DNA-Schadens oder einer
Bindung an andere Zielstrukturen in eine Initiatiand Exekution der Apoptose durch

Caspasen.

2.3.3.2 Veranderungen von Caspasen

Die Initiator-Caspase-8 und Caspase-9 dienen dikkamulation apoptotischer Stimuli des
extrinsischen (Caspase-8) und intrinsischen (Casppspoptosesignalweges. Wirken auf sie
Uberwiegend proapoptotische Reize, wird das Sigoéldie Effektorebene in Gestalt der
Caspasen-3, -6 und -7 weitergeleitet, welche déitodaunaufhaltsam vorantreiben. Obwohl
eine Veranderung der Caspasen prinzipiell die Apsgptund somit Cisplatintoleranz sehr
stark beeinflusst, wie durch Inhibitorstudien dietitl wird*>® sind Anderungen der
konstitutiven Expression als Manifestation einere@bresistenz kaum beschriedghin
bestimmten Zellen kann eine erhdhte Expression ebeiditiator-Caspasen beobachtet
werden, die allerdings mit einer geringeren Akévitler Effektor-Caspasen verbundentist.
Dies lasst evtl. einen Kompensationsmechanismuswen. Es liegt der Schluss nahe, dass
eine Mutation der Caspasen als Resistenzmechaniseniger verbreitet ist, da sie neben der
Apoptose noch weitere Aufgaben in der Zelle (ibemet®® und eine absolute Hemmung

oder Unterexpression fur Krebszellen keinen Vodaiistellt.

2.3.3.3 Inhibition der Apoptosekaskade
Uberwiegen proapoptotische Signale, die urspriingiios der Bindung von Cisplatin an
DNA oder andere Zielstrukturen entstanden sindnkdie Exekution des Zelltodes mittels
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IAP durch eine Hemmung der Caspase-9 oder auf teffefiene durch Hemmung der Pro-

Caspasen-3, -6 und -7 unterbunden werdén.

In diesem Zusammenhang ist besonders fiir das taipbotein Survivin eine Korrelation
erhohter Expression mit Chemoresistenz vorhalifedie ebenfalls klinisch mit einer
schlechteren Prognose verkniipft'iStErste Inhibitoren befinden sich bereits in Klitien

Studien*®®

Der XAF1, welcher das Inhibitorprotein XIAP antagoert, ist dagegen mit erhohter
Cisplatinsensitivitdf> und einer Verbesserung des progressionsfreien |

verbunden.

2.3.4 Off-target Resistenz

Bei dieser Form der Chemoresistenz handelt es simoh kompensatorische alternative
Signalwege, die die Cisplatintoxizitat abschwacHhaie. Verdnderungen der resistenten Zelle
oder des resistenten Tumors liegen dabei nichktdineSignalwegen der Apoptose, sondern

regulieren ausgleichende physiologische Vorgangedas Zellwachstum und Uberleben.

So findet man bei 20-30 % der Brust- und Ovariagkempatienten mit HER-2/neu einen
zum EGFR homologen Rezeptor iiberexprimi&Er fungiert als Wachstumsrezeptor, indem
er auf den PI3K/Akt-Signalweg (Abb. 2.10) in derRowirkt, dass er die Aktivitat des Akt

steigert. Daraus resultiert eine Hemmung von'p2dand Bad*®, einem proapoptotischen

Protein. Letzteres wird auch auf einem zweiten Waterdrtickt, indem HER-2/neu Uber
GRB2 und SOS1 auf dem MAPK-Weg die ERK stimuliert)che dann auf Bad einwirkt?

Auch eine hothere Toleranz gegenuber oxidativensStvermindert die Cisplatinsensitivitat,
was hauptsachlich einer Uberexpression der DYRK1Rjegchrieben wird®® Deren

Depletion kann in Ovarialkarzinomzellen die Seritt wiederherstelleh®®

Einige HSPs wie HSP27 und HSP90 kommen besondechiemoresistenten Phanotypen
einiger Krebszellen va’ lhre genaue Rolle im Uberleben von Tumorzellen rigtht

abschlieBend geklart, es wurde jedoch keine irdrisithe Wirkung auf das Apoptosom wie
fur HSP70 gezeigt. Eine Inhibierung wirkt sich ediegs hemmend auf das
Tumorzellwachstum ad¥ und ein hoher Phosphorylierungsstatus von HSP2ikt wi

proapoptotisch®

Trotz des Fehlens eines konkreten funktionellenadueenhangs kann das verstarkte
Auftreten der relativ neu entdeckten Proteine RAB& TMEMZ205 in der Nahe des
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Zellkerns in resistenten Zellen beobachtet werd®h. es sich dabei um einen neuen
sekretorischen Resistenzmechanismus oder eine Kaikation mit bekannten

Mechanismen handelt, ist ungekl¥it.

Des Weiteren wird Autophagie mit einem Uberlebem Wrebszellen in Zusammenhang
gebracht. Sie wird von Zytostatika selbst ausgeldsti spielt verschiedene Rollen im
Tumorwachstum, die generell suppressiv und pralifersein kbnnen. Insgesamt tberwiegt
in mit antineoplastischen Substanzen behandeltdanZgdoch der proliferative Effekt der
Autophagie'™

Die durch Cisplatinaddukte hervorgerufenen Sigredkden und gegenregulierenden
Mechanismen umfassen eine Fille von SchaltsteltBe, veréandert sein kdnnen, um

Chemoresistenz zu begulnstigen. Sie haben jedczleiakks gemeinsam: Die Signale missen,
egal in welcher Form, dahingehend manipuliert seass letztendlich antiapoptotische oder
proliferative Reize uUberwiegen und die Krebszelkeiterhin teilungs- und tberlebensfahig

bleibt.

pre-target
_Tnhihiti - verminderter Influx Kupferchelatierung
[ MRP2-Inhibition ] — - gesteigerter Efflux - [CTRl-Aktivierung
- erhdhte Inaktivierung
on-target
BRCA1/2-Inhibition - Defekt im MMR MMR-Aktivierung
ERCC1-Inhibition - erhdhte Platinierungstoleranz VDAC1-Aktivierung

- verstarkte Replikation/Transkription

post-target
- geringere Expression von Bax-Proteinen

o - vermehrte Expression von Bcl-2-Proteinen
Bcl—2_—I_nh|b|t|9r! _ —> | - p53-Mutation - MAPK-Modulation
Survivin- Inhibitio

n - verminderte Caspaseaktivitat
- gesteigerte Expression von IAP
- verandertes MAPK-Signaling

EGFR/HER-2/neu off-target Prooxidantien
-Inhibition - - erhdhtes PI3K/Akt Signaling ] Autophagie-Inhibition
PI3K/Akt-Inhibition - vermehrte Expression von HSP HSP-Inhibition
DYRK1B-Inhibition - Toleranz gegeniiber oxidativem Stress

Abb. 2.14: Antiapoptotische Mechanismen der cisplatinindugieiChemoresistenz (mittig) und mogliche
Angriffspunkte einer Chemosensitivierung (links &chts);modifiziert nach @Luzzi eT AL. "
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2.4 Liposomen in der Chemotherapie

Zur Verbesserung der Therapie maligner Erkrankurggsteht ein sehr starkes Interesse an
der Reduzierung der therapielimitierenden unerwlitesc Arzneimittelwirkungen bei gleich
bleibender Wirksamkeit. Somit ware es moglich, \Wieksamkeit durch Gabe hoherer Dosen
weiter zu steigern, wenn unter herkdmmlicher Metiika schon therapielimitierende
Bereiche erreicht waren. Die Notwendigkeit erh6id@isen ergibt sich aus dem Auftreten
von Chemoresistenz&fi, weshalb deren Uberwindung ein Hauptziel in dem@rtherapie
ist. Neben vielfaltigen Mdglichkeiten im Bereich rdimdividualisierten Chemotherapié
besteht aus chemischer Sicht groRes Potential invidelifizierung eines Wirkstoffes. Im
Falle des Cisplatins liegt ein seit fast 40 Jalet@bliertes, nicht ersetzbares Zytostatikum
vor’, weshalb die Verbesserung seiner Verteilung, §pelen Aufnahme und
intrazellularen Freisetzung ein wichtiges Ziel déodifikationen ist. Mdglichkeiten sind
dabei neben der Variation von Komplexliganden ued Kopplung an Polymere auch das
EinschlieBen in Liposomen, wobei sich die einzeln€arfahren nicht gegenseitig

ausschlieReh’

Als sehr relevant im Potential zur Verringerung de€oxizitat und unerwinschten
Arzneimittelwirkungen hat sich eine liposomale Faherung von Zytostatika im
Allgemeinen, aber besonders fiir DoxorubiGinerwiesent’®!’” Beziiglich einer hoéheren
Wirksamkeit gegenuber freiem Cisplatin zeichneth sgbenfalls eine positive Tendenz
ab!’®'"® Neuere Erkenntnisse zeigen zudem, dass das PhandeneChemoresistenz auf

liposomales Cisplatin keinen so starken Einflugsiia auf den freien Wirkstoff?

Forschungen auf dem Gebiet liposomaler Arzneistbiddden daher zu mehreren FDA-
Zulassungen und weiterer klinischer Forschung gefitab. 2.1):%°

Tab. 2.1: Ubersicht tiber die von der FDA zugelassenen (dgrke) und in der klinischen Priifung befindlicheve(?)
liposomalen Wirkstoffformulierungetf: 182183 (ir Nyotran (hellgrau) ist die Praklinik abgesasien, die Zulassung steht
derzeit allerdings noch aus.Bei den Namensbezeichnungen handelt es sictagielim angemeldete oder bereits

eingetragene Marken, deren Kennzeichnung mit ™ Bzaus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht mit aufidret wurde.

Name* Substanz Indikation

Abelcet Amphotericin B Pilzinfektionen

AmBisome Amphotericin B Pilzinfektionen

Amphocil Amphotericin B Pilzinfektionen

DaunoXome Daunorubicin-zitrat Kaposi-Sarkom

DepoCyt Cytarabin Lymphomatdse Meningitis

Doxil Doxorubicin Kaposi-Sarkom

Visudyne Verteporfin _Srﬁg;s:;\i/(iaerer fir photodynamische
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Evacet Doxorubicin Ovarialkarzinom
Lipo-Dox Doxorubicin Solide Tumore
Epaxal I(r;?:m/rfr;%g%p;atltls GSUILTS Hepatitis A
DepoDur Morphin-sulfat Schmerzen
Nyotran Nystatin Pilzinfektionen
AeroLEF Fentanyl Schmerzen
Alocrest Vinorelbin Solide Tumore
AmBIL Amphotericin B Pilzinfektionen
Arikace Amikacin Zystische Fibrose
Aroplatin Cisplatinanalogon (L-NDDP) Kolorektale Neoplasien
ATI-1123 Docetaxel Solide Tumore
Atragen Tretinoin Solide Tumore
Atu027 siRNA Solide Tumore
BAY 79-4980 Octocog Hamophilie a
BP-100-1.01 Grb-2 Leukamie
BP-100-1.02 Bcl-2 Lymphome
BP-100-2.01 SiRNA Ovarialkarzinom
Brakiva Topotecan Solide Tumore
CAF01 Impfstoff Tuberkulose
CFTR gene liposome CFTR-Gen Zystische Fibrose
CPX-1 Irinotecan Solide Tumore

CPX-351 Cytarabin & Daunorubicin Akute myeloischeukdmie
C-VI SA bikDD BikDD Pankreaskrebs

Dimericine T4ANS Krebsvorstadien

Doxisome Doxorubicin Solide Tumore

DPX-0907 Krebsimpfstoff Neoplasien

EndoTAG-1 Paclitaxel Solide Tumore

| HL-305 Irinotecan Solide Tumore

| L-2 LI PO Interleukin-2 Melanom

I NGN-401 DOTAP: Chol-fusl Lungenkrebs

JVRS-100 Immunstimulierende DNA Leukamie

LONC LONC Solide Tumore

[-annamycin Annamycin Akute lymphozytére Leukamie
L-CsA Ciclosporin Bronchiolitis obliterans
LE-DT Docetaxel Solide Tumore

LE-M Mitoxantron Solide Tumore

LEP-ETU Paclitaxel Solide Tumore

LE-rafAON LErafAON-ETU Neoplasien

LE-SN38 SN-38 Solide Tumore

L-Grb-2 Grb-2 Antisense-Oligonukleotid Leukamie

Lip glucantime Meglumin-antimonat Kutane Leishma@io
LiPlaCis Cisplatin ausstehend

Lipoplatin Cisplatin Solide Tumore

Liposomales Alendronat Alendronat Koronararterienste
Lipotecan Camptothecin Solide Tumore
Lipovaxin-MM Impfstoff Melanom

Lipoxal Oxaliplatin Fortgeschrittener Darmkrebs
Liprostin Prostaglandin Periphere Verschlusskraitkhe
L-MTP-PE L-MTP-PE Osteosarkom
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Margibo Vincristin Solide Tumore
MBP-426 Oxaliplatin Solide Tumore
MBP-Y003 Methotrexat Lymphom

MBP-Y004 Docetaxel Solide Tumore
MBP-Y005 Gemcitabin Solide Tumore
MCC-465 Doxorubicin Magenkrebs

Myocet Doxorubicin-zitrat Brustkrebs

Nanocort Prednisolon Rheumatoide Arthritis
NanoDOX™ Doxycyclin-monohydrat Diabetischer Fuulse
NanoVNB Vinorelbin Kolonkarzinom
ONCO-TCS™ Vincristin Solide Tumore
0SI-211 Lurtotecan Solide Tumore
OX-NLA Cetirizin-hydrochlorid Allergische Rhinitis
PEPO02 Irinotecan Solide Tumore

pGT-1 gene liposome pGT-1-Gen Zystische Fibrose
PLCLUV Prilocain Dentalanésthesie
PNT2258 Oligonukleotid Krebs

RTS S/AS02 FMP2.1/AS02A Malaria

RVCLUV Ropivacain Anésthetikum
SapC-DOPS Saposin C Solide Tumore
S-CKD602 Camptothecinanalogon Fortgeschrittenertigeal umore
SPI-77 Cisplatin Solide Tumore
Stimuvax BLP25-Impfstoff Solide Tumore

T4NS liposomal lotion Bacteriophagen-T4 Endonukédés Hautkrebs

Telintra TLK199 HCI Myelodysplastische Syndrome
ThermoDox Doxorubicin, thermosensitiv Solide Tumore
TKM-ApoB SiRNA Hypercholesterindmie
TKM-Ebola SiRNA Ebola

TKM-PLK1 SsiRNA Solide Tumore
VaxiSome Impfstoff Influenza

Die reine Anzahl der in der klinischen Prifung bdfichen liposomalen Ansatze zeigt zum
einen die Relevanz der Liposomen als Arzneistgjéra zum anderen unterstreichen die

vielen Indikationsgebiete, die Gegenstand der fronsg sind, deren Vielseitigkeit.

Fur Cisplatin sind derzeit vier Formulierungen ier klinischen Prifung (Tab. 2.1, fett).
Zunachst stellte man fur Aroplatin eine vollkommeandere Biodistribution des
eingeschlossenen Wirkstoffes gegeniber dem freigpladin fest, dies jedoch bei einer eher
geringen Halbwertszetf* Mit SPI-77, einer langzirkulierenden Formulieruvgyrde diese
deutlich erhéht und ermoglicht somit eine besseneeitherung im TumorgeweB& Bei
dem schon in der klinischen Phase Il befindlicheipoplatin™ sind zudem hd6here
Dosierungen maglich, da aufgrund dessen Herstedluage das fur die Applikation kritische
Cisplatin-Lipidverhaltnis von ca. 1:70 fur herkémchle Herstellungsverfahren auf 1:10
erhoht ist:®® Hierbei handelt es sich um das in der Entwicklangweitesten fortgeschrittene
liposomale Arzneimittel. Weitere Ansatze wie beinPlaCis nutzen die hohe chemische
Variabilitat der Liposomen und verfolgen eine Op&mng der Wirkstofffreisetzung durch

bspw. enzymausgeloste Freisetzung mittels einer sphuipasé®’ Diese graduelle
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Weiterentwicklung demonstriert die Diversitat dgpdsomen als Arzneistofftrager, welche in
den folgenden Kapiteln naher betrachtet wird.

2.4.1 Funktion der Liposomen als Arzneistofftrager

Bei Liposomen handelt es sich um konzentrisch amiyebte Vesikel aus amphiphilen
Molektlen, vornehmlich Phospholipiden. Sie formechsin wassrigem Dispersionsmittel
spontan durch Selbstassoziation der Lipide, woloéi Bydrophile Molekdulteile nach innen
und aul3en zur hydrophilen Flissigkeit hin anordimshdie lipophilen Anteile durch van-der-
Waals-Krafte den Kern der Doppelmembran bilden. sBieeiner physiologischen
Doppelmembran sehr ahnliche Struktur erklart dieehBiokompatibilitat, Abbaubarkeit und

geringe Toxizitat von Liposomen im Organismus.

Sie kénnen sowohl fiir lipophile Arzneistoffe (zRifamurtid/Mepact*®®) als auch fiir eher
hydrophile (z.B. Doxorubicin/Caely%’® als Transportsystem eingesetzt werden. Lipophile
Substanzen lagern sich dabei in die Lipiddoppetsthiein, wahrend sich hydrophile

Substanzen im mit Dispersionsmittel gefiiliten Lurbefinden.

Aufgrund ihrer GrofRe kann man Liposomen in SWhéll unilamellar vesiclgsund LUV
(large unilamellar vesiclgs einteilen, aufgrund ihrer Membranbeschaffenheit WV
(unilamellar vesicles MLV (multilamellar vesiclesund MVV (multivesicular vesiclgs®®

Der entscheidende Vorteil der liposomalen Formuhgreines Arzneistoffes liegt darin, dass
seine substanzspezifischen pharmakokinetischenmieéega zugunsten derer des Liposoms in
den Hintergrund treten. Die Verteilung einer eira@sssenen Substanz kann somit nahezu
unabhangig ihrer physikochemischen Eigenschaftesr die Beschaffenheit des Liposoms
gesteuert werden. Hierbei gibt es eine Vielzahl Mudifikationen. Das Verhaltnis und die
Art der bei der Herstellung eingesetzten Lipidedsiabei entscheidend. Sie bestimmen durch
ihre Struktur die Ladung des Liposoms und dessemidianeigenschaften. Lipide mit
niedrigen Phasenubergangstemperaturen, die reiamgesattigten Fettsduren sind, fihren
beispielsweise zu einer eher fluiden Membran, wiéhrein hoher Anteil an gesattigten
Fettsauren die Membran rigider werden 14¥5Durch Homogenisierungsverfahren bei der
Herstellung kann die Grol3e und Beschaffenheit ggodomen verédndert werden. Extrusion
oder Ultraschallbehandlung fiihren je nach ihrerafatern von MLV und MVV zu SUV
oder LUV®* Fur Liposomen alslrug delivery systemsind Modifikationen der chemischen

Struktur der Lipide bedeutend. Es kénnen an diefKoper Schwanzgruppe z.B. PEG-
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Ketten, Proteine/Peptide oder Antikdrper konjugieerden, die eitargetingermoglicheh®

(Abb. 2.15).
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Abb. 2.15: Schematischer Querschnitt durch &irgeiertes Liposom. In die sphéarische Phospholipiddtgmbécht ist
Cholesterol (gelb) eingelagert. Uber die Phosphdtjappe (ocker) einzelner Lipide sind Polyethylgkglketten an die
Liposomenoberflaiche gebunden. Diese kdnnen zudaiitier Ankerstrukturen (dunkelrot) mit zielgerietien Proteinen
(orange) verbunden sein. Je nach angewandter Hemgigmethode kdnnen sich die Modifikationen auctder inneren

Oberflache der Lipidmembran befinden. Dies wurde @tiinden der Ubersichtlichkeit in der Abbildungti
berucksichtigt.

2.4.2 Liposomalestargeting

Um Liposomen als zielgerichtete Arzneistofftrageu Zunktionalisieren, ist ihre
Pharmakokinetik zu berticksichtigen. Hierbei spiglenProzesse ihrer Verteilung, Aufnahme
und ihres Abbaus bzw. der Freigabe des Arzneisoffime determinierende Rolle. Im
Folgenden wird ein Uberblick tiber die komplexeiiyweise noch unzureichend aufgeklarten
Vorgange bei der Applikation von liposomalen Widdgn gegeben. Gleichzeitig werden

Anséatze degargetings und deren Auswirkungen auf die Chemoresistengigez
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2.4.2.1 Verteilung und passivedargeting

Nach intravendser Applikation werden Liposomen laisperfremde Substanzen erkannt,
durch Komplementfaktoren opsonisiert und reichéh ;1 Geweben mit einem ausgepragten
RES wie Leber, Milz oder Lunge an. Dort werdenrsaeh wenigen Minuten phagozytotisch

eliminiert und erreichen somit nur sehr geringesPlahalbwertszeitef®

AuBerdem  fur geringe  Zirkulationszeiten  verantwointl sind die vielen
Interaktionsmdglichkeiten mit Plasmaproteinen. Bekasind unter anderem Bindung und

Lipidaustausch von Liposomen mit HDP*

Eine wichtige Modifizierung, um die Zirkulation inBlutkreislauf zu erhdhen, sind
langzirkulierende Liposomen. Sie enthalten in ihidembran volumindse, hydrophile
Amphiphile, haufig mit Polyethylenglykol bzw. Metkypolyethylenglykol (PEG/mPEG)
kopfgruppenmodifizierte Lipide, und schirmen durble Hydratisierung die Liposomen vor
korpereigenen Substanzen wie Opsoninen ab, inderdesen Diffusionsweg zur Membran
verlangern:® Dabei gelingt es die Halbwertszeit bis auf ca.h28nzuhebeh?® Ebenso

weisen kleinere Liposomen eine langere Halbwertszsials groRers’’

Liegen kleinere (ca. 100-200 nm) PEG-modifizieriposomen vor, kann man sich deren
Zuruckhaltung in RES-Organen als passitegeting zunutze machen. Die Anreicherung
erfolgt nicht aktiv durch Ansteuern einer zellul&r&truktur durch z.B. Kopplung mit
Liganden, sondern passiv aufgrund der liposomalesrrRakokinetik. Dies wurde z.B. fir

einen ausgepragten Leber- und Milzbefall mit Leiahinse gezeidt®

Wie die Organe des RES zeichnen sich auch starkulassierte, solide Tumore durch
Lucken zwischen den Endothelzellen und in der Basalbran aus, wodurch die
Akkumulation von Liposomen geférdert wird. Zusathlizur lickenhaften Vaskularisierung
tragt ein nur schwach oder gar nicht ausgebildey@sphsystem im Tumor durch fehlende
Drainage zur Anreicherung bEf Im Zusammenhang von Liposomen mit diesem passiven
targeting spricht man vomenhanced permeability and retention eff@EPR-Effekt; Abb.
2.16)1%3

2.4.2.2 Aufnahme und aktivestargeting

Nach der Akkumulation von Liposomen aufgrund desRE®fektes gibt es mehrere
Moglichkeiten der Interaktion mit einer Tumorzeldeben der Adsorption der Liposomen an
die Zelle, Fusion mit der Zellmembran und endozstbien Aufnahmemechanismen kann
auch passive Diffusion von freigesetztem Wirkststattfinden. Welcher dieser Wege

dominant beschritten wird, ist sowohl vom hydrastdten und onkotischen Druck im
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Gewebe, den physikochemischen Eigenschaften dessdmps und dessen Konzentration,
sowie dem Vorhandensein eines Rezeptors fir mermsidratige Liganden des Liposoms
abhangig®

Fur Partikel zwischen 50-300 nm wie Liposomen werBasion, Phagozytose und clathrin-

sowie caveolaevermittelte Endozytose als Hauptaufiemechanismen diskutiéft:

Bei der Fusion von Liposomen mit der Zellmembramd®dt es sich um einen passiven
Mechanismus, der spontan ablauft. Die Lipiddoppetim@an des Liposoms tritt zunéchst in
einen Lipidaustausch mit der Zellmembran und inéggsich schlie3lich in diese, wahrend

der Inhalt der inneren wassrigen Phase in das dlytder Zelle abgegeben wird. Der

eingeschlossene Arzneistoff wird dann nicht end@qmozessiert und die Freisetzung des
inkorporierten Wirkstoffes geht mit der Aufnahmesdaposoms einher. Allerdings ist die

Membranbeschaffenheit ein unspezifisctaget®** In gewissem MaRe ist es méglich durch
den Einsatz fusogener Lipide wie DOPE den Mechamssizu fordern, welcher aber in

gleichem MafRe in physiologischen und neoplastis@esien stattfindet’*

Ein weiterer unspezifischer, jedoch energieabhdmgryozess ist die Phagozytose. Sie kann
teilweise Uber die PartikelgroRe beeinflusst werdadRere Partikel (> 500 nm) werden eher
phagozytiert, kleinere Partikel (< 200 nm) eheraaytbtisch aufgenommefi>**

Die clathrinvermittelte Endozytose (Abb. 2.16)dstr nattrliche Aufnahmemechanismus fur
eine Reihe von Substanzen wie Cholesterol bzw. HBigteinhormone (z.B. Insulin),
Glykoproteine und Eisen. Dabei wird ein membrardiger Rezeptor bei Bindung eines
Liganden dber Adaptin mit Clathrin verbunden undkesimt zur Ausbildung vomrlathrin
coated pit€® Diese werden mit benachbarten Rezeptor-Ligandkexepl durch Dynamin
und seine assoziierten Proteine zu einem Vesikdl @tathrinsaum abgeschnirt. Die
Ablésung der Clathrinschicht erfolgt unter Beteiligy deruncoating ATPasevobei das freie
Transportvesikel mit einem Endosom fusioniert. Bgedurchlauft verschiedene Stadien und
differenziert sich tber das frihe und spate Endosam Lysosom. Der genaue Ablauf dieser
Differenzierung ist noch nicht vollstandig aufgeklésicher ist jedoch, dass es in deren
Verlauf durch eine membranassoziierte ATP-abhangiggonenpumpe zur pH-Absenkung
(ca. pH 5) im Lumen komnff®

Dieser Aufnahmemechanismus lasst sich durch digjugation der Liposomen mit dem
naturlichen Liganden des Transferrinrezeptors Rg)f Holotransferrin (holo-Tf), ansteuern.
Der Rezeptor ist ubiquitdr vorhanden, jedoch beem Grof3teil von Tumorzellen, so auch

A2780-Zellen, tiberexprimieff’ Hierbei wird sowohl die Verteilung der Liposomem EfR-
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reichen Geweben (Tumoren) beeinflusst, als auch Awfnahmeweg zugunsten
clathrinvermittelter Endozytose moduliert. Nebemdeganden kann der Rezeptor ebenfalls
durch anti-TfR-Antikérper oder an den TfR bindereptidetargeiert werderf*®?% Fir
antikorperkonjugierte Liposomen (Immunoliposomeimdsauch viele andere Zielstrukturen

denkbar wie z.B. die Rezeptor-Tyrosinkinase HERe@’°

Liposomen werden allerdings auch uber caveolaetliei Endozytose aufgenommen.
Liganden fur diesen Endozytoseweg, die wirgeting ermoéglichen kdnnten, sind Folsaure,
Albumin und eine Reihe von Toxinen (z.B. Choleragtahus) und Viren, da deren
Zielrezeptoren in Caveolae geclustert siHdNach dem Anheften bewegen sie sich lateral auf
der Zelloberflache und werden immobilisiert. Es s&tien Membraneinstilpungen in
Regionen voripid rafts, die reich an Cholesterol und Sphingolipiden sumter Beteiligung
von Caveolinen. Durch Einwirkung von Dynamin komastzur Abschnirung eines Vesikels,
des sog. Caveosoms. Es bewegt sich mithilfe vonindktkturen durch das Zytosol,
allerdings ist sein Bestimmungsort nicht genau bekaEs wurde festgestellt, dass es im
Austausch mit dem endoplasmatischen Retikulum uvoldiédpparat steht. Inwieweit es mit
Endosomen fusioniert oder ob es im Zytosol verbleid wieder zurtick zur Plasmamembran

zirkuliert, ist unbekanrt?213

Bei manchen Zelltypen werden Liposomen auch Ubdadfanozytose aufgenommen, die fur

die Aufnahme groRer (kolloidal) geldster Partike$tndig ist®*

Tumorzelle

©) o3 Cisplati
4 ® . s Cisplatin
. tisch e @ (©) aktIVE§ ALigand
zn;?é%gene isches ) . ® ° Targeting X Rezeptor
® o ® ) (@)
)8/ e
e . . . J
@ 2 » ineffektiver Endothelzelle
Lymphe ® o ® @ P ) —>  Lymphabfluss
(el(=] (=) (=J(=] = - oooooooooooaooo

@ -«‘v -— ____—BlutgefaB

Cisplatinliposom

EPR-Effekt
(passives Targeting)

Abb. 2.16: Ubersicht tiber passives und aktiva@syetingmittels Cisplatinliposomen; modifiziert nacEfR ET
214
AL.
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2.4.2.3 Freisetzung liposomaler Wirkstoffe und bedingte Linitationen der Effektivitat
Aul3er bei der zellularen Aufnahme von LiposomenchufFusion haben alle anderen
Mechanismen gemein, dass das Liposom intrazelinlémer vesikularen Struktur verbleibt
(Endosom, Caveosom, Phagosom; Abb. 2.16). Dahat flib zellulare Aufnahme eines
liposomalen Wirkstoffes nicht automatisch zu dedsemsetzung ins Zytosol, selbst wenn die
umgebende Lipiddoppelmembran abgebaut wird. Despartierte Wirkstoff kann die Zelle
jedoch wieder durch Verschmelzen des Vesikels mitZellmembran verlassen oder zum ER
dirigiert werden. Von dort aus erfolgt dann untenstdnden ebenfalls eine Exkretion durch

Einschluss in Exportvesikét®

Im Laufe ihrer Prozessierung kdnnen endozytotidtskel aullerdem zu Lysosomen, spaten
Endosomen oder anderen Strukturen mit niedrigemWstt und/oder enzymatisch
degradierender Funktion heranreifen, welche nactmhAbbau den Wirkstoff ins Zytosol
freigeber?'®

Daraus ergibt sich die Schwierigkeit der Balancesehen Serumstabilitdt der Liposomen
und intrazellularer Freisetzung ihrer WirkstoffemUdie Freisetzung zu erhdhen gibt es
verschiedene Ansétze wie etwa pH-, thermo- odetgseasitive Liposomen, die intrazellular

durch externe Stimuli destabilisiert werden konnan,den Wirkstoff freizusetzett’

2.4.2.4 Auswirkungen auf die Chemoresistenz

Da Liposomen hochstwahrscheinlich Uber mehrere #uwimewege konzertiert in die

Tumorzelle gelangen, bewirkt ihre Modifikation keimein spezifische Aufnahme, sondern
eine Praferenz. Dies ist jedoch gerade im Hinb#iok die Resistenzentwicklung vorteilhaft,

da es der Tumorzelle kaum mdoglich ist, Mutationeageln weitestgehend unspezifische
Aufnahmemechanismen wie Membranfusion und Endoeptozesse zu konservieren, ohne

uberlebenswichtige Stoffwechselwege zu beeintrgehfi'®

Wenn man Chemoresistenz als Phanomen einer zuggariArzneistoffkonzentration im
Bereich der Zielstruktur durch Verdnderungen zétled Strukturen resistenter Tumorzellen
versteht, hat die urspringliche Verwendung von &goen als Arzneistofftrager das Ziel,
dieses Defizit in resistenten Tumoren auszugleictizie Aufnahmewege der Liposomen
unterscheiden sich im Idealfall deutlich von deles zu transportierenden Wirkstoffes. Im
Falle des Cisplatins wird beispielsweise durch eilygosomale Formulierung die
physiologische Aufnahme (ber Influxtransporter W@TR1*® umgangen. Liposomen
nivellieren daher zunéachst das Phanomen der vbdsahriebenepre-targetResistenz.
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Neuere Herangehensweisen beinhalten jedoch aucArddsuern intrazellularer Strukturen
wie der Mitochondrien mit Liposoméll oder apoptose- und wachstumsrelevanter
Rezeptoren wie TRAI®° und VEGF-Rezeptoréft. Diese targets sind im Bereich der

apoptotischen Signalweiterleitungost-targetResistenz) anzusiedeln.

AuBBerdem gibt es erste Hinweise, dass Liposomenstséinfluss auf das Transkriptom
nehmen, wie es fiir ein liposomales Transfektiomg@ea gefunden wurdé® Daher bleibt der
Einfluss von liposomalen Antitumorwirkstoffen awdgjiche Art der Chemoresistenz offen

und Gegenstand der Forschung.

Die Gesamtheit der oben beschriebenen EigenschafienLiposomen bietet jedoch eine
Vielzahl an Madglichkeiten einer Chemoresistenz zagdgnen. Einerseits stellt die
Pharmakokinetik von langzirkulierenden LiposomenKiombination mit dem EPR-Effekt
eine Uberaus gunstige Modifizierung im Vergleich @en Verteilungseigenschaften der
meisten Wirkstoffe dar, da sie eine Tumoranreichg@rim Sinne eines passivéargetings
erwirkt, gegen die eine Ausbildung von Resistenzmaaismen kaum maoglich ist (Abschnitt
2.4.2.1). Andererseits schafft die hohe chemisclagiaWilitdit und Modifizierbarkeit der
Liposomenoberflache die Voraussetzung flir eine isjdez Zielsteuerung des
eingeschlossenen Wirkstoffes (Abschnitt 2.4.2.2).

Trotz ihres Potentials zur Effektivierung einer @lmtherapie durch aktive oder passive
Wirkstoffakkumulation im Tumor werden Liposomenhbisherigen Studien nur indirekt mit
dem Ph&nomen der Chemoresistenz verbunden. Zwgerzeerschiedene bereits angefihrte
Studien eine bessere Sensitivitat des Tumors diyokomale Wirkstoffapplikation, dies ist
aber als rein quantitativer Effekt zu werten. Inmeé& Liposomen auch funktionell mit den
molekularen Prozessen der zellularen Resistenznsghanistischer Ebene interagieren
kénnen, wurde bisher nicht explizit untersucht.déenkinisse dazu knnen auf die liposomalen

Wirkstofftrager in der Tumortherapie ein vollig resuLicht werfen.
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2.5 Heparin in der Krebstherapie

Da mit einer fortschreitenden Tumorerkrankung dasikB thrombotischer Erkrankungen
siebenfach erhoht ist und diese eine der haupiskehl Todesursachen sind, wird in der
Uberzahl der Krebstherapien eine antithrombotiggbkandlung mit eingeschloss&n.Die
Entstehung tumorassoziierter Thrombose wird auf @eeisetzung hamatostatischer
Substanzen wie TF Faktor VII, TNFo, IL-13 oder VEGF zuriickgefiihft® Zur
Regulierung der Gerinnung bei Krebspatienten werggmenhrt niedermolekulare Heparine
(NMH) leitlinienkonform eingesetzt, welche sich akffektiv und nebenwirkungsarm
herausgestellt habéf® Diese unterscheiden sich in ihrer gerinnungshendererwirkung
von UFH darin, dass sie aufgrund ihrer geringeretidflange vorwiegend an Faktor Xa eine
Antithrombin 11l-Bindung vermitteln, wahrend der HFAntithrombin IlI-Komplex auch an
Thrombin (Faktor Ila) wirksam i€’ Das Anti-Faktor Xa:lla-Verhaltnis, welches allgéme
als Effektivitatskriterium der antikoagulativen Thapie gilt, ist daher fur NMH zugunsten

von Faktor Xa verschobéef®

2.5.1 Strukturelle Merkmale von Heparin und NMH

Heparin ist ein heterogenes korpereigenes Polyasadchwelches zur Familie der
Glykosaminoglykane gehort. Es kommt vorwiegend inaskellen und basophilen
Granulozyten vor und wird zur Anwendung als Arzniétiehaus Saugerdarmmucosa oder aus
Lungen gewonnéh’ und dabei nachtraglich modifiziert. Fir eine wgiithetische
Herstellung wurde zwar kirzlich eine effektive Srie verdffentlicht™® diese hat aber

gegeniber der Isolation aus nattrlichen Quellenekwiirtschaftliche Relevanz.

Physiologisches Heparin hat je nach Kettenlanges éuolekularmasse von 6000 bis
30.000 Da und ist aus sich wiederholenden Disaa#iaheiten aufgebaut. Auf eine
Uronsaure, entweder D-Glucuronsaure oder L-ldunargsa folgt dabei immer ein
Glucosaminmolekil. An  den Zuckermolekilen der Debacideinheit sind als
Modifikationen O- und N-Sulfatierung sowie N-Acagung mdoglich. Bei natirlich
gewonnenem Heparin ist 2-O-sulfatierteL-lduronsdure verknipft mit 6-O- und N-
sulfatiertema-D-Glucosamin mit 75-85 % der pradominante Kettstdoedteil (Abb. 2.17A).
Durch die im wassrigen Milieu permanent deprotdeierSulfatgruppen ist das Molekul im

gesamten pH-Bereich negativ gelad&h.
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NMH werden aus dem natirlich gewonnenen UFH haaplish durch Depolymerisation
gewonnen, wobei die am haufigsten angewendeterahieni die desaminierende Spaltung,
chemische oder enzymatiscieElimination und oxidative Depolymerisation siffd. Sie
werden als Derivate mit einer mindestens 60%igesktton unter 8000 Da definiert. Ihr
durchschnittliches Molekulargewicht variiert zwigch 3.600 Da bei demltraNMH wie
Bemiparin und 6.500 Da bei Tinzaparin, dem groRtsfertreter™? Steigendes
Molekulargewicht korreliert hierbei mit der Thrombifinitat bzw. antiproportional mit dem
Xa:lla-Verhéltnis. So konnte schon Ende der 80dmelaine deutliche Verlagerung der
Aktivitat von Thrombin zu Faktor Xa fur eine Kettange unter 18 Sacchariden gezeigt
werden?®® Die Antithrombininteraktionsstelle, also das eitjehe Pharmakophor der
antithrombotischen Wirkung der Heparine, besteld ainer Pentasaccharideinheit (Abb.

2.17B), die somit einer Erganzung um 13 Sacchdbel@arf, um bedeutsame Effekte auf
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Thrombin zu zeigef®* Dieses Pentasaccharid wurde vollsynthetisch hisitfesnd wird

ebenfalls in der Thrombosetherapie eingesetzt (&oaihux)>>°

2.5.2 Postulierte Heparinwirkungen in Tumorpatienten

Erstaunlicherweise konnte schon Ende der 90er Jehre langere Uberlebenszeit fur
heparinisierte Krebspatienten im Vergleich zu mitawhin K-Antagonisten antikoagulierten
Patienten gezeigt werdéif. Dieser erste Hinweis auf eine krebsassoziierteaHeywirkung
abseits der antikoagulativen Aktivitat wurde wegidtend durch retrospektive Analysen
bestatigt®"#3823924%50 st die Mortalitat von heparinbehandelten Kpatienten, die primar
keine standardtherapeutische oder prophylaktisatid&dtion fir NMH (oder UFH) besitzen,
guinstig beeinflusst'* Dabei scheinen NMH dem UFH bei einer initialen fEpée tiberlegen

zu sein’®’

Da eine Aktivierung der Gerinnungskaskadevitro stark mit dem Auftreten metastatischer
Vorgange in Verbindung stéfif, wird der Benefit fir die Uberlebenszeit hepaigrier
Krebspatienten vorwiegend auf die Wechselwirkungkss Heparin mit metastatischen
Vorgangen zuriickgefuihft® Diese Beeinflussung der Metastasierung durch Htepstr seit
ca. einem Jahrzehnt bekannt und nach wie vor, gesait dem Auftreten neuer oraler
Antikoagulantien, Gegenstand intensiver Forschumds Hauptangriffspunkte auf

molekularer Ebene haben sich vier Mechanismenessrilers anerkannt herausgestellt.

Zunachst ist Heparin selbst ein Substrat der Hepae kann somit deren Aktivitat

signifikant senken und schwécht deren tumorigenenhdnismus af'*

Heparanase ist eing-Endoglucuronidase, die durch den enzymatischenadAblon
Heparansulfatketten vielfaltige Funktionen im Kdarmatfaltet. Eine besondere Bedeutung
besitzt die Heparanase durch die Remodellierungeggazelluaren Matrix. Dieses Enzym
findet sich haufig Uberexprimiert in Tumorzefféh und ist auch (ber den
Insulinrezeptorsignalweg unter Beteiligung der PK@t einer ERK Phosphorylierung
verbunderf*® Diese bewirkt eine verstarkte Transkription vondh&tumsfaktoren wie VEGF
und HGF und Proteasen wie MMP-9. Durch MMP-9 priytésch in die extrazellulare
Matrix freigesetztes Syndecan-1, ein HSPG, konmhtdie freigesetzten, an den GAG-
Seitenketten komplexierten Wachstumsfaktoren in dum@he durch Bindung an Fibronectin,
Kollagen oder andere Matrixstrukturen. Dadurch wirdleren Bindung an

Wachstumsrezeptoren erleichtert, was letztlichTdimoraggressivitat steigét (Abb. 2.18).
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Abb. 2.18: Vereinfachte Darstellung der enzymatischen unbtrénzymatischen Heparanaseeffekte, deren Auswgetun
durch niedermolekulare Heparine (NMH) hemmend Wesist werden. Modifiziert nachURUSHOTHAMAN ET AL.24°

Um Klinisch eine in diesem Fall unerwiinschte araduatorische Wirkung des Heparin zu
vermeiden und somit die therapeutische Breite aduttu erhdhen, befinden sich nicht
gerinnungswirksame Heparine in der Forschung alsnpielle Heparanaseinhibitoréf}.

AulRerdem ist Heparin imstande, an Selektine zudnnghd somit ein erstes Annahern von
Leukozyten, Blutplattchen, aber auch Tumorzellemas Endothel zu verhindefff. Obwohl
das Bindungsmotiv der Selektine im Gegensatz zysaHestruktur eigentlich sialylierte,
fucosylierte Lactosamin-Oligosaccharide (Sialyl i€w) beinhaltet, konnte fiir Heparin eine
hochaffine Bindung an P- und L-Selektine gezeigtdea, wodurch die Bindungsfahigkeit
von Tumorzellen an das Endothel sowie deren Wesglrkeingen mit Thrombozyten stark
reduziert wird*® (Abb. 2.19).

Neben Selektinen spielen auch Integrine als Adhasezeptoren eine Rolle bei der
Exravasation von Blutzellefi' Ahnlich wie bei den Selektinen ist auch hier Héapar
imstande, an das Integrin VLA-4 zu binden und éMechselwirkung mit seinem natirlichen
Liganden, VCAM-1, zu verhindern. Infolgedessen kengeine Inhibition der Metastasierung
in vitro und in vivo gezeigt werdeR>? Die Interaktionsdomane des Heparins scheint jedoch
eine andere zu sein als die mit Selektifién.
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Abb. 2.19: Schematische Ubersicht iiber selektin-/integrinviéeite Tumorzellinteraktionen mit Endothelzellen,
Leukozyten und Thrombozyten wahrend der hamatogbtetastase und mdgliche Interaktionsstellen, ardéteparin
eine Bindung verhindert. Modifiziert nacteBoas & BorsIG*

Auch zur Untersuchung einer Bindung von Heparirsalektine oder Integrine bietet sich die
Verwendung nicht-antikoagulativer Heparinderivai glinstigen Bindungseigenschaften an,
um Effekte isoliert von der Blutgerinnung zu behtn und perspektivisch unerwiinschte

Arzneimittelwirkungen zu vermeidén®

Der vierte Mechanismus des Eingreifens von Heperidie metastatische Kaskade ist die

reflektorische Freisetzung von TFPI aufgrund eldeparinbehandlung’?

Bei Endothelverletzungen wird zur Auslésung der iGdamg TF freigesetzt, welcher
Faktor VII aktiviert und als Faktor Vlla komplexterDieser Komplex aktiviert wiederum
Faktor X und treibt die spate GerinnungskaskadeanvoMNeben dieser physiologischen
Funktion konnte mehrfach eine Korrelation zwisch@ifr-Expression und erhdhter

Tumoraggressivitat bzw. -angiogenese gezeigt wetden

Der natirliche Inhibitor dieses Komplexes mit ghaeitiger Affinitdt zu Faktor Xa ist der
TFPI. Dieser besitzt eine Bindedomane fur den TibfaVIla-Komplex und ist daher mit

antiangiogenetischen Effekt@fAund reduzierter Tumoraggressivitiassoziiert.

Nach einer TFPI-Freisetzung aufgrund von Hepariagabrd die Neuformierung von

Epithelzellen zu BlutgefaRen deutlich gesenkt, walie Starke des Effektes mit steigendem

Molekulargewicht des NMH bis hin zum Tinzaparin gnmt.?>®
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2.5.3 Einfluss von Heparin auf Chemoresistenz

Trotz intensiver Forschungsaktivitdt auf dem bestienen Gebiet der Beeinflussung der
Metastasierung durch Heparin gibt es kaum Untersugén zu dessen Auswirkungen auf die
Chemoresistenz. Dies ist in mehrfacher Hinsichiberdich, da stark metastasierende Tumore
sehr haufig Chemoresistenzen aufweideraber auch weil es sich mehrende Hinweise auf

die Effektivierung einer Chemotherapie durch Hapaibt.

So profitierten schon Mitte der 90er Jahre Patrentat kleinzelligem Lungenkarzinom
deutlich von einer Heparingabe vor dem Beginn deerfiotherapi€®, was fiir diese Krebsart
mehrfach in klinischen Studien bestatigt werdenritef?*?®2 Aber auch fiir Pankreaskrebs
konnte unter der Behandlung mittels einer Kombaoretiherapie mit Gemcitabin und
Cisplatin eine signifikante Erhéhung der Uberlebates festgestellt werdefi® Erste
Erklarungsansatze auf der Ebene des Wirkmechanistaigen imxenograftModell in
Mausen eine erhdohte Aufnahme von Paclitaxel odexoRudicin in Adenokarzinome der
Lunge durch die Kombination mit NM#&¥?

Allerdings stellen nahezu keine Ansatze einen aalu Zusammenhang zwischen
Heparinbehandlung und Chemoresistenz wie etwa suntbungen an einem Resistenzmodell
her, weshalb die Frage nach der Natur des Hep#ekies abseits der Metastasierung bis

heute unbeantwortet bleibt.

Erste Erklarungsansatze beinhalten die Vorstellaags Heparin die vermehrt im Tumor
auftretenden Blutgerinnsel auflost. Der dadurchugkgehende interstitielle Druck erleichtert
zytostatisch aktiven Substanzen ein Eindringeram@ewebe erheblicf®

AulRerdem weisen besonders resistente Tumorzell@mopypisch starke Veranderungen ihrer
Adhasionsmolekiile und -rezeptoren sowie ihrer uragdbn extrazellularen Matrix &eF2°°

die potentielle Interaktionspartner von Heparinstielten (Abschnitt 2.5.2). Dieses Phanomen
wird unter dem Begriftell adhesion mediated drug resistaf{@AM-DR) zusammengefasst.
Dabei vermitteln vor allem Integrine (Uber die ILK ntar anderem eine
proliferationsunabhéngige Resistenz Uber Apoptbdeition, indem Akt phosphoryliert wird

und hemmend auf Bad, Bax, Caspase-9 und Caspaseigke®®’

In Zusammenhang mit einer erhdhten Aufnahme voo<gtika in die Zelle wurde vereinzelt
MDR-abhangige Sensitivierung resistenter Tumorrell@aufgezeigt. So lasst sich
beispielsweise die Doxorubicinaufnahme und -seiiti in vitro in matrixahnlicher

Umgebung undn vivo durch vorausgehende NMH-Behandlung steig&rur Cisplatin
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wurde in Kombination mit NMH eine Sensitivierungrbenden mit einem erhéhten Abbau

von ABCG?2 iiber Proteasomen und verringertem Tumcistam gefundeff?

Allerdings wird Cisplatin als Substrat MDR-relevaniTransporter stark diskutiert, weshalb

die alleinige Ruckfihrung einer Sensitivierung aBCG2 oder andere verwandte
Transporter fragwiirdig blei5t°

Aufgrund der schon lange bekannten Antitumorwirkemgon Heparinen (Abschnitt 2.5.2),
die dem sehr aktuellen Phanomen der Chemoresi@teqpitel 2.3) gegentber stehen, ist es
daher sehr verwunderlich, dass zu diesem Zusammgnhkeine konsequenten
Untersuchungen vorliegen. Daher soll in dieser Arlaich der Zusammenhang einer

Behandlung mit NMH und Cisplatinresistenz unterswaérden.
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3 Ziel der Arbeit

Nach der Entdeckung des Liposomeneffektes durclangegangene Arbeitén der die
Chemoresistenz der Ovarialkarzinomzelllinie A2780dberwindet, gilt es, diese Wirkung
weiter herauszuarbeiten und das Potential der ietdsl liposomalen Formulierung zu
charakterisieren. Dabei soll vor allem Wert auf Hiatergrinde der zytotoxischen Wirkung
des liposomal eingeschlossenen Cisplatins gelegtame Insbesondere ist es von Bedeutung,
aufzuklaren, warum sich die zytotoxische Effekévitler Liposomen in resistenten Zellen
stark von der des freien Wirkstoffes unterscheidad welche potentiellen Unterschiede in

den Wirkmechanismen bestehen.

Durch die Kombination von Experimenten zur Zytowmtét und zellularen Cisplatinaufnahme
mit Expressionsanalysen der mRNA und relevantepi@seregulierender Proteine bis hin zu
Untersuchungen zu deren Aktivitat soll ein umfageenEinblick in das intrazellulare

apoptotische Geschehen der resistenten Ovariatiarzelle gegeben werden, welches auf
eine Behandlung mit Cisplatin und Cisplatinliposoneefolgt. Neben den vielversprechenden
Moglichkeiten sollen ebenfalls die Grenzen des dgoalen Arzneistofftragersystems
aufgezeigt werden, indem dessen Effektivitat zlisatzin einem anderen zellularen

Resistenzmodell unich vivo getestet wird.

Neben den Auswirkungen der galenischen Verédndemeg Cisplatins wird auch die
Konsequenz einer Kombination des freien Wirkstoffas dem niedermolekularen Heparin
Tinzaparin Uberprift, welches durch klinische Befemeben anderen NMH immer wieder
als vorteilhaft in Kombination mit einer Chemotham diskutiert wird. Die fur die

Cisplatinliposomen etablierten Techniken kdnnenedabdufschluss Uber einen potentiell

sensitivierenden Effekt abseits der metastatiscimeinkoagulativen Signalkaskade geben.

Vor dem Hintergrund der Wirkmechanismen von lipoatam Cisplatin und Tinzaparin

konnen somit Beitrdge zur Aufklarung der vielfatng Resistenzmechanismen in den
untersuchten Ovarialkarzinomzellen geleistet werdaiese konnen perspektivisch Anstol3
zur klinischen Betrachtung des in dieser Arbeit gdatellten Phanomens geben und
Alternativen zur Entgegnung einer vorhandenen aileln entwickelnden Chemoresistenz

eines Tumors liefern.
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Materialien

4.1.1 Chemikalien und Ausgangsstoffe

4.1.1.1 Substanzen

Tab. 4.1: Informationen zu den verwendeten Substanzen

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Aprotinin aus Rinderlunge in

Natriumchloridldsung 0,9 % (1,7 mg/mL)
Argon 4.6

Bacillol® AF

BCA Protein Assay Kit Novagén
Borsaure

Bovines Serumalbumin, BSA

CASY®ton

Cell Extraction Buffer

Chloroform

Cisplatin

Clarity™ ECL Western Blotting Substrate
Cyanurchlorid

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid,
DAPI

Dimethylsulfoxid, DMSO

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazoliumbromid, MTT

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Air Products GmbH, Hattingen

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Scharfe Systems GmbH, Reutlingen

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
ACROS Organics, Geel, Belgien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

AppliChem GmbH, Darmstadt
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DPBS ohne Calcium und Magnesium pH 7,4, PAN Biotech GmbH, Aldenbach

steril

Ethanol 96 % (v/v)

Fluoromount™ wassrigaaountingMedium
Fotales Kéalberserum F7524
Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz
Gigaseptinstru AF

L-Glutaminlésung (200 mmol/L)
Glycin

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100x)
Helium

holo-Transferrin

Isopropanol 100 %

Kohlenstoffdioxid
Kupfersulfat-pentahydrat
Laemmli-Probenpuffer, 2x Konzentrat
Leupeptin-hemisulfat

Melsepf SF

Methanol

Milchpulver

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumcitrat-dihydrat
Natriumdeoxycholat

Natriumhydroxid

Natronlauge (1 mol/L)

Paraformaldehyd

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt
PAN Biotech GmbH, Aldenbach
AppliChem GmbH, Darmstadt

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Praxair Deutschland GmbH, Dusseldorf
Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach

AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Diisseldorf

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
R&D Systems Europe Ltd., Abingdon

B. Braun AG, Melsungen

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

Grissing GmbH, Filsum

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Grissing GmbH, Filsum

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Penicillin-Streptomycinlésung (10.000 I.E./mL
10 mg/mL)

Pepstatin A

Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Precision Plus Protein™ WesternC™ Pack
Precision Protein™ StrepTactin-HRP Conjugz
Proteome Profiler™ Human Apoptosis Array
Kit

RPMI-164¢° Nahrmedium

Salpetersaure 65 % Suprapur
Salpetersaure 65 % zur Analyse

Salzsaure, (1 mol/L)

Sephadek G-50, fine

Stickstoff

Trichloressigsaure

TRIS-Base

Triton X-100

Trypsin/EDTA-L6sung 0,25 %

PAN Biotech GmbH, Aldenbach

R&D Systems Europe Ltd., Abingdon
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

R&D Systems Europe Ltd., Abingdon

PAN Biotech GmbH, Aldenbach

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Linde AG, Diisseldorf

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PAN Biotech GmbH, Aldenbach

Tween™ 20 AppliChem GmbH, Darmstadt
4.1.1.2 Lipide und Liposomenbestandteile
Tab. 4.2: Informationen zu den verwendeten Lipiden
Lipid/Substanz Hersteller

5-Cholesten-B-ol, Cholesterol

1,1-Dioctadecyl-3,3,3,3-

tetramethylindotricarbocyanin-iodid, DiR-iodid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg
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1,2-Dioctadecanoysn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-
[aming(polyethylenglyko)-2000]

(Ammoniumsalz)

1,2-Dioctadecanoyn-glycero-3-

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster

phosphoethanolamine-N-[cyanur(polyethylene ACROS Organics, Geel

glykol)-2000] (Ammoniumsalz)

1,2-Dioctadecanoysn-glycero-3-

phosphoethanolamin-N-

[methoxy(polyethylenglykol)-2000]

(Ammoniumsalz)

Sojaphosphatidylcholin

(Ausgangsstoffe)

Genzyme Pharmaceuticals, Cambridge

Lipoid GmbH, Ludwigshafen

Tab. 4.3: Strukturen der verwendeten Lipfde

Lipid/Substanz

Struktur

Chol

DIR

Amino-PEG-PE

o
_P~
o7 o 4 O\/\Nk(OCHZCHz)%*NHZ

O H
NH,*

o

Cyanur-PEG-PE

/\/\/\/\/\/\/\/\AO/X\O’ l!\ i

o/' O\/\H (OCH,CHy)as—NH

\/\/\/\/\/\/\/\/Y N,

o N N\%cw
)=N

Cl

o o
I Q
/\/\/\/\/\/\/\/\*O/}(\O’P‘O\/\Nk
O H

mMPEG-PE N ! A (OCH,CH,)4s0CH;
/\/\/*W:\/\/\/\i ,E\
sPC R g
NSNS S NN

Struktur der Uiberwiegenden Spezies g
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4.1.1.3 Antikorper

Tab. 4.4:Informationen zu den verwendeten Antikdrpern

Antikorper

Epitop

Eigenschaften

Hersteller

B-Aktin (C4), primar

ATP7A (D-9), priméar

ATP7B (A-11), priméar

CTR1 (FL-190),

primar

Donkey anti-goat IgG-
HRP, sekundér

Goat anti-Mouse 1gG,

sekundar

Goat anti-rabbit IgG-
HRP, sekundéar

Human Caspase-8

Antibody, primar

Human Caspase-9

Antibody, priméar

Volle Lange vorp-
Aktin aus dem
Muskelmagen des
Vogels (alle

Isoformen)

Aminosauren 1-180
der N-terminalen
zytoplasmatischen

Domane

Aminosauren 1372—
1465 der C-terminalen
zytoplasmatischen

Domane

Aminoséauren 1-190
entsprechend der

vollen Lange

Ziegen-1gG

Maus-lgG

Kaninchen-lgG

Aminosauren 234-39]

Aminosauren 1-134

Maus, monoklonal,
IgGl

Maus, monoklonal,

9G4

Maus, monoklonal,
IgGl

Kaninchen,

polyklonal, 19G

Esel, HRP-konjugiert

Ziege, HRP-konjugiert

Ziege, HRP-konjugiert

Maus, monoklonal,

9G4

Maus, monoklonal,
19G,

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,

Heidelberg

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,

Heidelberg

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,

Heidelberg

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,

Heidelberg

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,

Heidelberg

Merck Chemicals
GmbH, Schwalbach

Santa Cruz
Biotechnology Inc.,

Heidelberg

R&D Systems Europe
Ltd., Abingdon

R&D Systems Europe
Ltd., Abingdon
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Na'/K*-ATPaseul Region des Ziege, polyklonal, IgG Santa Cruz
(N-15), priméar N-Terminus Biotechnology Inc.,
Heidelberg

4.1.1.4 Caspaseinhibitoren

Tab. 4.5: Informationen zu den verwendeten Caspaseinhibitoren

Inhibitor Struktur Hersteller
Z-DEVD-FMK, Caspase-3- Qe R&D Systems Europe Ltd.,
Inhibitor NQL L( J\/ Abingdon
OCH3
o OCH3

Z-IETD-FMK, Caspase-8- R&D Systems Europe Ltd.,

Inhibitor j\,( IW Jg/ Abingdon

OCH3

OCH3

Z-LEHD-FMK, Caspase-9- R&D Systems Europe Ltd.,

Inhibitor C”3 Abingdon
J\/

OCH3

OCH3

4.1.1.5 Fertigarzneimittel

Tab. 4.6: Informationen zu den verwendeten Fertigarzneimitte

Fertigarzneimittel Inhaltsstoffe Inhaber, Patenthalter
Arixtra®2,5 mg/0,5 mL Fondaparinux-Natrium 2,5 m Aspen Pharma Trading Ltd.,
Injektionslésung, Fertigspritze Dublin

Natriumchlorid
Wasser fir Injektionszweck
Salzséure

Natriumhydroxid
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innohep® 20.000 Anti-Xa Tinzaparin-Natrium 20.00( LEO Pharma A/S, Balleru
p p p
I.LE./mL Fertigspritzen I.LE./mL Ortlicher Vertreter:
Injektionslosung Natriummetabisulfit (Ph. Eur. LEO Pharma GmbH. Neu-
(241,143 mg/mL) (E 223) ’
Isenburg
Natriumhydroxid

Wasser flr Injektionszweck
Lipoplatin™ (IMP) Cisplatin 3 mg/mL Regulon AE, Alimos
DPPG
SPC
Chol

MPEG-PE

4.1.2 Hergestellte Reagenzien
Die Bestandteile der hergestellten Reagenzien smdler Reihenfolge ihrer Zugabe

aufgelistet. Die unterste Position bezeichnet dades vorgelegte LOsungs- bzw.

Dispersionsmittel.

Die Cisplatinarbeitslosungen wurden ausgehend voer denau quantifizierten
Cisplatinstammlosung in  Natriumchloridiésung 0,9 % mmol/L) hergestellt; der
Cisplatinstandard (50 ng/mL) und die Qualitatskolteén (10, 20, 40 ng/mL) ausgehend von
der ebenfalls genau quantifizierten Cisplatinstagsmhg in Purelab PlfisNasser

(5 mmol/L)uber eine Cisplatinarbeitslésung (10 plg/m

4.1.2.1 Substanzlésungen

Tab. 4.7: Informationen zu den hergestellten Substanzlésunge

Bezeichnung Zusammensetzung

Caspase-3-Inhibitor-Arbeitslosung (0,5 mmol/ Caspase-3-Inhibitor-

Stammlésung 75,0 uL
Vollmedium 3,000 mL
Caspase-3-Inhibitor-Stammlésung (20 mmol/l Z-DEVD-FMK 1,0 mg

DMSO 75,0 puL
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Caspase-8-Inhibitor-Arbeitslosung (0,5 mmol/LEaspase-8-Inhibitor-

Stammlésung

Vollmedium

Caspase-8-Inhibitor-Stammlésung (20 mmol/L)Z-IETD-FMK

DMSO

Caspase-9-Inhibitor-Arbeitsldsung (0,5 mmol/LELaspase-9-Inhibitor-

Stammldsung

Vollmedium

Caspase-9-Inhibitor-Stammlésung (20 mmol/LZ-LEHD-FMK

Cisplatinarbeitslosung (0,5 mmol/L)

Cisplatinarbeitslésung (0,4 mmol/L)

Cisplatinarbeitslosung (10 pg/mL)

Cisplatinldsung (8 mg/mL, Ubersattigt)

Cisplatinqualitatskontrolle (10 ng/mL)

Cisplatinqualitatskontrolle (20 ng/mL)

DMSO

Cisplatinstammldsung

(5 mmol/L) in
Natriumchloridlésung 0,9 %
(m/v)

Purelab Plu&Wasser

Cisplatinstammldsung

(5 mmol/L) in
Natriumchloridlésung 0,9 %
(m/v)

Purelab Plu&Wasser

Cisplatinstammldsung

(5 mmol/L) in Purelab PIfs
Wasser

Purelab Plu&Wasser

Cisplatin
DPBS
Erhitzen auf 80°C

Cisplatinarbeitslésung
(10 pg/mL)
Purelab Plu&Wasser

Cisplatinarbeitslésung
(10 pg/mL)
Purelab Plu&Wasser

76,5 uL
2,984 mL

1,0 mg
76,5 pL

62,0 L
2,418 mL

1,0 mg
62,0 puL

1,0 mL
ad 10,0 mL

0,800 mL
ad 10,0 mL

66,66 pL
ad 10,0 mL

8,0 mg
ad 1,0 mL

50 uL
ad 50,0 mL

100 pL
ad 50,0 mL
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Cisplatinqualitatskontrolle (40 ng/mL)

Cisplatinstamml6ésung (5 mmol/L) in

Natriumchloridlésung 0,9 %

Cisplatinstamml6sung (5 mmol/L) in Purelab

Plu$-Wasser

Cisplatinstandard (50 ng/mL)

Cyr61-Arbeitslésung (2 pg/mL)

Cyr61-Arbeitslésung (4 pg/mL)

Cyr61-Stammlésung (50 pg/mL)

Tinzaparinarbeitslésung (0,5 mg/mL)

Tinzaparinarbeitslésung (1 mg/mL)

Tinzaparinarbeitsldsung (50 pmol/L)

Cisplatinarbeitslésung
(20 pg/mL)
Purelab Plu&Wasser

Cisplatin

Natriumchloridlésung 0,9 %

(m/v)

exakte Quantifizierung

mittels GF-AAS (siehe 2.3.5)

Cisplatin
Purelab Plu&Wasser

exakte Quantifizierung

mittels GF-AAS (siehe 2.3.5)

Cisplatinarbeitslésung
(20 pg/mL)
Purelab PIu&Wasser

Cyr61-Stammldsung
(50 pg/mL)

Vollmedium

Cyr61-Stammldsung
(50 pg/mL)

Vollmedium

Recombinant Human
Cyr61/CCN1 Fc Chimera
DPBS, steril

Tinzaparinstammldsung
(24,114 mg/mL)
DPBS, steril

Tinzaparinstammlésung
(24,114 mg/mL)

Vollmedium

Tinzaparinstammldsung
(24,114 mg/mL)

Aqua millipore

200 pL
ad 50,0 mL

15,0 mg

ad 10,0 mL

15,0 mg
ad 10,0 mL

250 pL
ad 50,0 mL

80 uL
ad 2 mL

160 pL
ad 2 mL

50 ug
ad 1,000 mL

0,104 mL
ad 5,0 mL

0,415 mL
ad 10,0 mL

13,5 uL
ad 10,0 mL
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Tinzaparinstamml6sung (24,114 mg/mL) innohep® 0,100 mL
DPBS, steril ad 1,0 mL
4.1.2.2 Antikérperverdiinnungen
Tab. 4.8: Informationen zu den hergestellten Antikdrpervertingen
Antikérperverdinnung/-stammlésung Zusammensetzung
B-Aktin (1:200—-1000) Natriumazid 10 mg
BSA 500 mg
B-Aktin (C4) 10-50 pL
TBS-T 10,0 mL
Anti-goat Antikdrperstammldsung Donkey anti-goat IgG-HRP 5uL
TBS-T ad 50 pL
Anti-mouse Antikdrperstammldsung Goat anti-Mouse 1gG 5uL
TBS-T ad 50 pL
Anti-rabbit Antikdrperstammldsung Donkey anti-rabbit IgG-HRP 5uL
TBS-T ad 50 pL
ATP7A (1:500) Natriumazid 10 mg
BSA 500 mg
ATP7A (D-9) 20 pL
TBS-T 10,0 mL
ATP7B (1:500) Natriumazid 10 mg
BSA 500 mg
ATP7B (A-11) 20 pL
TBS-T 10,0 mL
Caspase-8 (1:500) Natriumazid 10 mg
BSA 500 mg
Caspase-8-Stammlbsung 20 pL
TBS-T 10,0 mL
Caspase-8-Stammlbsung Human Caspase-8 Antibody 0,1 mg

DPBS, steril

0,200 mL
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Caspase-9 (1:500)

Caspase-9-Stammlosung

CTR1 (1:500)

Sekundarer anti-goat Antikdrper (1:10.000)

Sekundarer anti-mouse Antikorper (1:10.000)

Sekundéarer anti-rabbit Antikdrper (1:10.000)

Natriumazid

BSA
Caspase-9-Stammlbsung
TBS-T

Human Caspase-9 Antibody
DPBS, steril

Natriumazid
BSA

CTR1 (FL-190)
TBS-T

Magermilchpulver
Anti-goat
Antikérperstammlésung
Streptaktin aus Precision
Plus Protein™ WesternC™
Pack

TBS-T

Magermilchpulver
Anti-mouse
Antikérperstammlbsung
Streptaktin aus Precision
Plus Protein™ WesternC™
Pack

TBS-T

Magermilchpulver
Anti-rabbit
Antikérperstammlbsung
Streptaktin aus Precision
Plus Protein™ WesternC™
Pack

TBS-T

10 mg
500 mg
20 pL
10,0 mL

0,1 mg
0,200 mL

10 mg
500 mg
20 uL
10,0 mL

1,000 g

20 pL

0,5 pL

20,0 mL
10,0 mL

1,000 g

20 uL

0,5 pL
20,0 mL

1,000 g

20 uL

0,5 pL
20,0 mL




56
Material und Methoden

Na+/K+-ATPase (1:500) Natriumazid 10 mg
BSA 500 mg
Na'/K*-ATPaseul (N-15) 20 pL
TBS-T 10,0 mL

4.1.2.3 Lipidstammldsungen

Tab. 4.9:Informationen zu den verwendeten Lipidstammlésange

Bezeichnung Zusammensetzung

Chol-Stammlésung (10 mmol/L) 193 mg
ad 50,0 mL Chloroform

DiR-Stammlésung (1 mmol/L) 25 mg
ad 24,7 mL Chloroform

DPPG-Stammldsung(1,8 mmol/L) 67 mg
ad 50,0 mL Chloroform

Amino-PEG-PE-Stammldsung (1 mmol/L) 140 mg
ad 50,0 mL Chloroform

Cyanur-PEG-PE-Stammldsung (1 mmol/L) 147 mg
ad 50,0 mL Chloroform

MPEG-PE-Stammlésung (1 mmol/L) 138 mg
ad 50,0 mL Chloroform

SPC-Stammlésung (10 mmol/L) 379 mg
ad 50,0 mL Chloroform

4.1.2.4 Puffer und Losungen

Tab. 4.10:Informationen zu den verwendeten Puffern und Lgsan

Bezeichnung Zusammensetzung

blockingL6sung Magermilchpulver 500
TBS-T ad 100,0 mL
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Boratpuffer pH 8,8 Borsaure
Aqua millipore
pH-Einstellung mit
1 mol/L NaOH

DAPI-Arbeitslésung (3 mmol/L) DAPI-Stammldsung
DPBS

DAPI-Stammldsung (5 mg/mL, 14,3 mmol/L) DAPI

Aqua dem.

Elektrodenpuffer Elektrodenpuffer 10x

Aqua millipore

Elektrodenpuffer 10x Glycin
TRIS-Base
SDS

Aqua millipore

Holotransferrinlosung (25 mg/mL) Holotransferrin

Natriumchloridlésung 0,9 %

(m/v)
Kryomedium FKS

DMSO
Kupfersulfatlésung (30 mmol/L) Kupfersulfat-pentahydrat

Aqua millipore

Leupeptinstammldsung (5 mg/mL) Leupeptin-hemisulfat
Natriumchloridlésung 0,9 %
(m/v)

Losung A (Peterson-Lowry) Kupfersulfat-pentahydrat
Natriumcitrat-dihydrat

Aqua millipore

Losung B (Peterson-Lowry) Natriumhydroxid
Natriumcarbonat

Aqua millipore

Losung C, Biuret-Reagenz (Peterson-Lowry) Ldsung A (Peterson-Lowry)

L6sung B(Peterson-Lowry)

618 mg
ad 100,0 mL

209,8 pL
790,2 L

10,0 mg
2,0 mL

100,0 mL
ad 1000 mL

729

159

59

ad 500 mL

125,0 mg

5,0 mL

50,0 mL
5,6 mL

74,9 mg
ad 10,0 mL

25mg

ad 5,0 mL

0,59
10g
ad 100,0 mL

409
20,0g
ad 500,0 mL

1,0 mL
49,0 mL
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Luminol-Peroxidlésung (1:1)

Lysepuffer

MTT-Reagenz (5 mg/mL)

Natriumchlorididsung 0,9 % (m/v)

Natriumdeoxycholatlésung 0,3 % (m/v)

Paraformaldehydlésung (4 %)

Pepstatin A-Stammlésung

PMSF-Stammlosung (0,3 mol/L)

Proteinstandardlésung (0,2 mg/mL)

Salpetersaure 6,5 % (v/v)

Clarity Western
Peroxidlosung

Clarity Western
Luminollésung

(beides aus Clarity™ ECL
Western Blotting Substrate)

PMSF-Stammldsung
(0,3 mol/L)

Halt™ Protease Inhibitor
Cocktail (100X)

Cell Extraction Buffer

MTT
DPBS-Puffer

Natriumchlorid

Aqua millipore

Natriumdeoxycholat

Aqua millipore

Paraformaldehyd
Aqua dem.
pH-Einstellung mit
1 mol/L NaOH

Pepstatin A
Natriumchloridlésung 0,9 %
(m/v)

PMSF
DMSO

BSA

Aqua millipore
Salpetersaure 65 %
Suprapuf (v/v)

Aqua millipore

1,0 mL

1,0 mL

34 uL

500 pL
10,0 mL

50,0 mg
ad 10,0 mL

9,09
ad 1000,0 mL

300,0 mg
ad 100,0 mL

10g
25,0 mL

10 mg

ad 10 mL

250 mg
4,783 mL

2,0 mg
ad 10,0 mL

50mL
ad 50,0 mL
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Salpetersaure 6,5 % (v/v) zur Dekontaminatio Salpetersaure 65 % (v/v) zu
Analyse

Aqua dem.

Sephadek G-50-Suspension Sephade% G-50, fine
Natriumchloridlésung 0,9 %
(m/v)

Spullésung (GF-AAS) Aqua millipore, entgast mit
Helium
Salpetersaure 6,5 % (v/v)
Triton® X-100-L6ésung 1 %
(m/v)

TBS TBS 10x

Aqua millipore

TBS 10x Natriumchlorid
TRIS-Base
Aqua millipore
pH-Einstellung mit

1 mol/L Salzsaure auf 7,3

TBS-T TBS 10x
Tween™ 20

Aqua millipore

Transferpuffer Transferpuffer 10x

Aqua millipore

Transferpuffer 10x Glycin
TRIS-Base

Aqua millipore

Trichloressigsaure 70 % (m/m) Trichloressigsaure

Aqua millipore

Triton® X-100-Lésung 1 % (m/v) Triton X-100

Aqua millipore

50,0 mL
ad 500,0 mL

6,09

ad 100,0 mL

1000,0 mL
1,0 mL

1,0 mL

100,0 mL
ad 1000,0 mL

40,09
6,060 g
ad 500,0 mL

100,0 mL
2,0 mL
ad 1000,0 mL

100 mL
ad 1000 mL

72,09
1509
ad 500,0 mL

70,09
ad 100,0 g

10g
ad 100,0 mL
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Vollmedium Fotales Kalberserum F7524 50,0 mL

Penicillin/Streptomycin-

l6sung

(10.000 I.E./mL, 10 mg/mL) 5,0 mL
L-Glutaminlésung

(200 mmol/L) 75mL
RPMI-164¢° Nahrmedium 500,0 mL

4.1.2.5 Liposomendispersionen
Es wurde mit einer totalen Lipidkonzentration vahpemol/mL gearbeitet und die benétigte
Lipidmenge als jeweilige Stammldsung in Chloroforisiehe 2.1.2.3) zugegeben. Als
Dispersionsmittel diente fur Leerliposomen DPBS uiad Cisplatinliposomen Uberséttigte

Cisplatinldsung.

Der Cyanur-PEG-PE-Anker wurde von Frau Michaela rBann (ehem. Krieger) zur
Verfugung gestellt, welche diesen nach einer moidifien Herstellungsmethode VOENDAS

ET AL.2”?aus Amino-PEG-PE und Cyanurchlorid synthetisierte.

Tab. 4.11:Informationen zu den hergestellten Liposomendspaen

Cisplatinliposomen, 5 % mPEG-PE

SPC 65 mol%
Chol 30 mol%
mMPEG-PE 5 mol%

Cisplatinliposomen, 2 % mPEG-PE,

DiR-markiert
SPC 67,5 mol%
Chol 29,5 mol%
mPEG-PE 2 mol%

DIiR 1 mol%
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Cisplatinliposomen, 5% mPEG-PE,

DiR-markiert
SPC 64,5 mol%
Chol 29,5 mol%
mPEG-PE 5 mol%
DIR 1 mol%

Cisplatinliposomen, 7 % mPEG-PE,

DiR-markiert
SPC 63 mol%
Chol 29 mol%
mPEG-PE 7 mol%
DIR 1 mol%

Cisplatinliposomen, 5 % mPEG-PE,
zur Kopplung

SPC 65 mol%
Chol 30 mol%
mPEG-PE 3 mol%
Cyanur-PEG-PE 2 mol%

Cisplatinliposomen, 5 % mPEG-PE,
DiR-markiert zur Kopplung

SPC 64,5 mol%
Chol 29,5 mol%
mPEG-PE 3 mol%
Cyanur-PEG-PE 2 mol%

DIR 1 mol%
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4.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tab. 4.12:Informationen zu den verwendeten Verbrauchsméi@mia

Bezeichnung

Hersteller

CASY®cups

CHROMABOND®S&ulen (6 mL)
Combitips advancéd(1,0 mL)

CytoOné 96 Well-Platte, TC-behandelt

Deckglaser Starke No. 1, rund

Einmal-Kuvetten PMMA (1,5 mL halbmikro)

Einmal-Kuvetten PS (4,5 mL)
Einmalspritzen NORM-JECX10 mL)
Einmalspritzen NORM-JEC20 mL)
Gel-Pipettenspitzen MpltiFlex Round
Glasperlen (22,5 mm)

Graphitrohrchen, Omega platform tubes

Gummisauger fur Pasteurpipetten,

Naturkautschuk

Handdispenser Aufsatze (0,5 mL)
Handdispenser Aufsatze (2,5 mL)
Handdispenser Aufsatze (12,5 mL)
Handdispenser Aufsatze (25 mL)

Mikro-Reagenzglaser (& 10 mm)

Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels (10 %,

10 Wells a 50 pL)

Mini Trans-Blot Filter Paper

Kryoréhrchen PP, mit Schraubverschluss, ste

Nagellack p2 nail art topcoat

Scharfe System GmbH, Reutlingen
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
Eppendorf AG, Hamburg

Starlab GmbH, Ahrensburg

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Konigshofen

BrandGmbH&Co.KG, Wertheim

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen
Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen
Sorenson BioScience Inc., Salt Lake City
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Varian Deutschland GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Reichelt Chemietechnik GmbH & Co.,
Heidelberg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

dm-drogerie markt GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Objekttrager Starke ca. 1 mm

Pasteurpipetten, Glas

Pipettenspitzen (1-10 L), natur
Pipettenspitzen (1-200 pL), gelb
Pipettenspitzen (101-1000 pL), natur
Pipettenspitzen (5 mL) Plastibrahaatur
Platinhohlkathodenlampe, UltrA#%amps
Probenvials (2 mL), konisch
Reagiergefale (0,5 mL)
ReagiergefalRe (1,5 mL)
Reagiergefal3e (2,0 mL)

Rohrchen, 15 mL, PP, steril

Rohrchen, 50 mL, PP, steril
Serologische Pipetten (10 mL)
Serologische Pipetten (25 mL)
TC-Platte 6 Well, Standard, F
Zellkulturflaschen, 50 mL, 25 cm?, PS
Zellkulturflaschen, 250 mL, 75 cmz?, PS

Zellkulturflaschen, 550 mL, 175 cmz?, PS

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Konigshofen

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Starlab GmbH, Ahrensburg

Starlab GmbH, Ahrensburg

Starlab GmbH, Ahrensburg

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

4.1.4 Gerate

Tab. 4.13:Informationen zu den verwendeten Geraten

Gerat

Hersteller

Absaugsystem BVC 21 NT
Accu-Je? pro
Analysenwaage Kern 770

Analysenwaage Mettler Toledo Classic Plus
AB135-S

Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern

Mettler-Toledo GmbH, Giessen
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Analysenwaage Sartorius basic BA210S
Autosampler PSD 100

Badgefald LAUDA ecoline 019

ChemiDoc™ XRS+ System
CO,-Inkubator NuAire™ DH AutoFlow
CO,-Inkubator Thermo

Einhangethermostat LAUDA ecoline E 100

GLW L46 Probenmixer
Graphitrohratomisator GTA 100
Hamilton-Spritze Gastight 1002 LTN, stumpf

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop Nikon
Al1R

Laborschittler KS-15

Sartorius AG, Gottingen
Varian Deutschland GmbH, Darmstadt

LAUDA Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG,

Lauda-Kénigshofen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
NuAire Inc., Plymouth

Thermo Electron GmbH, Dreieich

LAUDA Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG,

Lauda-Kénigshofen

Gesellschaft fur Laborbedarf mbH, Wirzburg
Varian Deutschland GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Nikon GmbH, Disseldorf

Edmund Buhler GmbH, Hechingen

Laminar-Air-Flow-Werkbank Heraeus Herasal Heraeus Holding GmbH, Hanau

HSP 12

Laminar-Air-Flow-Werkbank Holten safe 2010 Heto-Holton A/S, Allerad, DK

Lichtmikroskop Wilovert 30

Lichtmikroskop Wilovert Standard HF/K
Magnetruhrer MR 3001

Mehrfachdispenser HandySfeg
Mehrfachdispenser HandySfeglectronic
Messkolben BLAUBRANI, Klasse A (10 mL)
Messkolben BLAUBRANI, Klasse A (50 mL)

Messkolben BLAUBRAND, Klasse A
(100 mL)

Messkolben BLAUBRAND, Klasse A
(250 mL)

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Messkolben BLAUBRAND, Klasse A
(500 mL)

Messkolben BLAUBRAND, Klasse A (1 L)
Messkolben BLAUBRANIS, Klasse A (2 L)
Messpipetten Klasse AS, 1 mL
Messpipetten Klasse AS, 5 mL
Messpipetten Klasse AS, 10 mL

Mini-PROTEAN® Tetra Cell and Blotting
Module mit PowerPac 300

Multipette® M4

Multiskar® EX

Multiwellreader FLUOstar™ OPTIMA
Multiwellreader LUMIstar™ OPTIMA
Multiwellreader POLARstar™ OPTIMA
PARAFILM® M

PCS Malvern Autosizer 2c

Peleusball

pH-Meter S20 SevenEasy™ pH
Pinzetten, diverse

Pipette (1-5 mL) Finnpipefte

Pipette (10 uL) Researth

Pipette (100 pL) Researth
Pipette (1000 pL) Reseafth
Pipette (10 pL) Transferpeft&
Pipette (100 pL) Transferpetts
Pipette (1000 pL) Transferpetts
Pipette (200 pL) Transferpetts-12

Pipette (100 pL) Transferpettd 2 electronic

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Scientific GmbH, Langenselbold
BMG Labtech GmbH, Offenburg

BMG Labtech GmbH, Offenburg

BMG Labtech GmbH, Offenburg

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
Malvern Instruments Ltd., Worcestershire
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
Mettler-Toledo GmbH, Giessen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific GmbH,

Langenselbold

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
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Pipette (200 pL) Transferpettd 2 electronic
Probenaufbereiter MicroCal ThermoVac
Purelal§ Plus Wasseraufbereitungsanlage
Rotationsverdampfer Rotavapor R-3
RS-P42 Drucker

Rundkolben, Klarglas (5 mL)

Rundkolben, Klarglas (10 mL)
SchraubdeckelgefaRe RotildbND8 (1,5 mL)
SchraubdeckelgefaRe RotildbdD11 (4 mL)
Schiittelinkubator Unim&x1010

SONOPULS HD 2070

Spatel, diverse

Spektrometer SpectrAA® Zeeman 220
Steri-Cyclé CO,-Begasungsbrutschrank
Thermomixer comfort (IsoTherm 1,5 mL)
Titrationskalorimeter MicroCal VP-ITC
Trockenschrank 60°C

Ultraschallbad SonoréSuper RK 103 H

UV/VIS-Spektrophotometer Ultrospec 4000

Vakuum-Chemiepumpstand PC5

Vakuum-Konzentrations-Zentrifuge UNIVAPC

100 H

Reagenzglasschiittler VWR Collection
Wasseraufbereitungsanlage Elix
Zellzahler CASY 1 Model TT
Zentrifuge Allegra™ R5

Zentrifuge Avanti J-25

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
ELGA LabWater, Celle

Buchi AG, Essen

Mettler-Toledo GmbH, Giessen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,

Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
Thermo Electron GmbH, Dreieich
Eppendorf AG, Hamburg

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Heraeus Holding GmbH, Hanau

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,

Berlin
Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim

UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs

GmbH, Planegg

VWR International GmbH, Darmstadt
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
Scharfe System GmbH, Reutlingen
Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld

Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld
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Zentrifuge Microfugé Lite Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld

Zentrifuge Micro 200 R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen

Zentrifuge Mini Spin Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Universal 32 R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
4.1.5 Software

Tab. 4.14:Informationen zu der verwendeten Software

Bezeichnung/Version Urheber

2007 Microsoft Office System: © Microsoft Corporation 2006
* Microsoft Office Excel v12.0.4518.0
* Microsoft Office Word v12.0.4518.0

Ascent Software™ v2.6 © Thermo Labsystems Oy 1996—-2002
ChembDraw Ultra v9.0 © CambridgeSoft 1996-2004
Image Lab (Beta 2) v3.0.1 © Bio-Rad Laboratories 2010
Inkscape © Free Software Foundation 1989, 1991
NIS-Elements Advanced Research ©Nikon Instruments 2000-2010
PCS for Windows v1.52 Rev.1 © Malvern Intruments Ltd. 1992
Prism 5 for Windows v5.00 © GraphPad Software Inc. 1992-2007
SpectrAA 220Z, AA 240Z v5.1 PRO © Varian Australia 1997—-2006
SWIFT-Instrument Control v1.08 © Biochrom Ltd. 1995-1998

4.1.6 Zelllinien

Fir diese Arbeit wurde die humane Ovarialkarzinditizie A2780 verwendet, die dem
Epithel einer unbehandelten Patientin entnommend&uisowie die cisplatinresistente
Zelllinie A2780cis. Bezogen wurden die Zelllinieornvder ECACC European Collection of
Cell Cultures A2780 Katalog-Nr.: 93112519, A2780cis Katalog:N@3112517). Die
Resistenz wurde erreicht, indem man die urspringlidA2780-Zelllinie schrittweise

gegeniber erhohten Cisplatinkonzentrationen expaogtte.
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Zur Untersuchung von Auswirkungen auf dielti drug resistancevurden von Frau Martina
Lebbing-Neuber aus dem Arbeitskreis Prof. Wiese ealf$n doxorubicinresistente
A2780adr-Zellen (ECACC, A2780adr Katalog-Nr.: 93%2Q) verwendet.

Des Weiteren wurde mit der ebenfalls humanen, eltlen Ovarialkarzinomzelllinie Caov-3
gearbeitet, die freundlicherweise von der Arbeitpge Prof. Kassack vom Institut fur
Pharmazeutische und Medizinische Chemie der Héitligine-Universitat Disseldorf zur
Verfugung gestellt wurde. Urspringlich wurde didllidge von der ATCC American Type
Culture Collection ATCC® Nr.: HTB-75") erworben und eine resistente Zelllinie durch ein
Behandlungsschema mit einer Steigerung subtoxis€hgplatinkonzentrationen erhalten.
Diese wurde als Caov-3cis benannt.

4.2 Liposomenpraparation

4.2.1 Hydratationsmethode

Die Lipidstammlosungen wurden im bendtigten Vertialin einem Rundkolben gemischt
und das Losungsmittel bei 40°C und 250 mbar miemirRotationsverdampfer abgezogen.
Der erhaltene Lipidfilm wurde darauf bei maximaléimterdruck 1 h lang getrocknet und

anschlieBend im gewinschten Dispersionsmittel uitechen mit Glasperlen rehydratisiert.

Zum Einschluss von Cisplatin wurde eine 8 mg/mL rgéttigte Cisplatinlosung in DPBS
pH 7,4 hergestellt. Nach der Einwaage des Cisglatiarde im Wasserbad bei 80°C so lange
erhitzt, bis eine klare Losung ohne Bodensatz amtstWar ein Vergleich mit Leerliposomen
notig, wurden zwei identische Lipidmischungen aeges von denen eine in Cisplatinlésung
und eine mit DPBS resuspendiert wurde. Als dire¥ngleich wurde der Cisplatingehalt der
Cisplatinliposomen als der theoretische Gehalt ldsgrliposomen angenommen und mit

gleichem Volumen behandelt.

Die Liposomenbildung wurde durch Schitteln Uber iaauf einem Laborschittler bei
150 Bewegungen/min und RT unterstitzt, wodurch sichwiegend sehr unterschiedlich
groBe, multilamellare Vesikel (MLV) bildeten. Beiingeschlossenem Cisplatin und
fluoreszenzmarkierten Liposomen wurde dies untehtausschluss durchgefiihrt, um einen
lichtinduzierten Zerfall des Komplexes bzw. ephotobleachingder Fluorophore zu

vermeiden.



69
Material und Methoden

4.2.2 Homogenisierung

Die cisplatinhaltigen Liposomen wurden unter Eidkidg durch Ultraschall homogenisiert.
Nach dem Einbringen des Ultraschallstabes in dmosomendispersion wurde mit 60 %
relativer Intensitat 30 Sekunden lang jede Sekwnémpuls ausgeldst. Dies wurde in sieben

Zyklen durchgefuhrt mit einer Pause von 60 Sekurméachen den einzelnen Durchgéangen.

Das Verfahren fiuhrte zu Liposomen einer Gro3e avasaca. 100—-140 nm.

4.2.3 Kopplung von Holotransferrin an die Oberflache derLiposomen

FUr eine Optimierung der Cisplatinfreisetzuimgvivo wurde ein Teil der Liposomen mit

Holotransferrintargeiert. Fur uiargeierte Liposomen entfiel dieser Schritt.

Die durch Ultraschall homogenisierte Liposomendisiog wurde dazu mit der Halfte ihres
Volumens Boratpuffer versetzt, um den in der Membeathaltenen Lipidanker fur eine
Proteinkopplung zu aktivieren. Im Folgenden wurdedas nun basische Dispersionsmittel
Holotransferrinlésung im molaren Verhaltnis 1:100®lo-Tf: Gesamtlipid) gegeben. Der
Ansatz wurde Uber Nacht auf einem Laborschiittler R€ und 150 Bewegungen/min
geschuttelt. Das Holotransferrin wurde wie in Abhl dargestellt an das PEG-Lipid

gebunden.
(0] ICI) o)
/\/\/\/\/\/\/\/\)l\ _p— Holotranserrin
N N
M NH, N>/_ X
=
Cl

Abb. 4.1: Struktur des Lipidankers und Kopplungsstelle fialdtransferrii’>

4.2.4 Aufreinigung der Liposomen

Die Abtrennung von nicht eingeschlossenem Cisplahd bei gekoppelten Ansatzen von
ungebundenem Holotransferrin erfolgte durch GroGssehlusschromatographie.

Der Filter der Chromatographiesaule wurde zunactisisopropanol befeuchtet, mit DPBS
gespult und anschlieRend mit Seph&d@x50-Suspension befiillt und erneut mit DPBS
konditioniert. Es wurden je nach Bedarf max. 5004igposomen auf die Saule gegeben und
als grofdte und somit erste Fraktion in einem 2,0 Rkagiergefald aufgefangen. Der
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Lipidverlust durch dieses Verfahren wurde mit 20 &bgeschéatzt, bezogen auf die
Gesamtlipidmenge der hergestellten Liposomen.

4.3 Charakterisierung der Liposomen

4.3.1 Groélenbestimmung

Die GroRRe der Liposomen wurde mithilfe der Photdoerelationsspektroskopie (PCS)
Uberpruft. Bei diesem dynamischen Streulichtvedahwird die Grol3e von Partikeln
guantitativ und qualitativ aus der Schwankungsgesufigkeit der Streulichtintensitat eines
im 90°-Winkel eingestrahlten Lasers abgeleitet.sPiest fur kleinere Partikel, die starker der

Brown‘schen Molekularbewegung unterliegen, schnelle fiir groReré’®

Die Messung am Malvern Autosizer 2c umfasst dreircBlidufe mit jeweils zehn
Einzelmessungen, bei denen die Grol3e sowie dediBpgrsitatsindex (Pl) als Mal3 fur die

Grolenverteilung der Liposomendispersion erfasstiamn

Es wurden je nach Konzentration der Liposomendssper 20-50 pul mit ca. 1 mL
sterilfiltriertem Dispersionsmittel in eine 1,5 ndalbmikroktvette gegeben und gemessen.

4.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung des an die Liposomen gekogpeHolotransferrins erfolgte als
Direktbestimmung mit einem modifizierten Petersamwty-assay Die Empfindlichkeit der
Biuret-Reaktion wird hierbei durch den Anschluss &elin-Reaktion verbessert und die

Stérung durch andere Substanzen minimiert.

Die Biuret-Reaktion beruht auf einer Komplexierudes Proteins mit zweiwertigem Kupfer,
wodurch sich eine rot-blaue Farbung ergibt (Abb2).4.Der Mechanismus der
angeschlossenen Folin-Reaktion ist noch ungeKi&tmutlich werden durch Zugabe des
Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenzes das darin als rbledéyphosphorsauren enthaltene
Molybdat bzw. Wolframat sowie Kupfer aus dem BitRetagenz reduziert. Als
Reduktionsmittel dient das Tyrosin des Proteinserabuch andere Aminosauren wie
beispielsweise Tryptophan sind nicht ausgeschlod3enFarbe schlagt von gelb nach blau

um, wodurch sich mit dem rot-blauen Biuret-Kompéime tiefblaue Mischfarbe ergibt*
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Abb. 4.2: Struktur des rot-blauen Biuret-Komplexes vor derddtaung mit Folin-Reagenz

Zur Bestimmung der Liposomenproben wurden zunachs2,0 mL Reagiergefal3en zwei
Kalibrierungen mit Blindwert im Bereich von 2 bi® ug/mL Protein durch Verdinnen der
Proteinstandardlésung hergestellt. Von den Liposuhspersionen wurde je nach
Konzentration ein Probenvolumen von 10 bis 20 pLTriplikaten verwendet. Aufgefillt
wurde mit Aqua dem. auf 1,0 mL. Zur Lyse der Liposm wurden 50 uL des Detergens
Natriumdeoxycholat als 0,3 %ige Losung zugesemigcht und 10 min bei RT inkubiert.
Nach der Zugabe von 100 pL Trichloressigsaure 70n%b erneutem Mischen wurden die
Proben zur Ausféllung der Proteine 20 min bei 4@ 13520y zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Pellet in 1,0 mL Biuretfmnz (Losung C) resuspendiert. Auf
10 min Inkubation bei RT folgte die Zugabe von 30 Holin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz
(Lésung D), an die sich eine weitere Inkubationeuntichtausschluss ebenfalls bei RT
anschloss. Hatte sich ein Niederschlag gebildetdevalieser abzentrifugiert (13520 g) und
nur der Uberstand fiir die Messung verwendet. BeiBkstimmung in Halbmikrokivetten
wurde zunéachst der Blindwert eingestellt und beinghalls 750 nm die Kalibrierung und die
Proben gemessen. Durch lineare Regression der genesWerte der Kalibrierung konnte
auf die Konzentration der Proben geschlossen weienhergestellte Proteinstandardlésung
wurde zur Korrektur der Kalibrierung unverdinnt efais am UV/VIS-Spektrometer bei

einer Wellenlange von 278 nm in einer Quarzhalbakéwette bestimmit.

4.3.3 Phosphatbestimmung

Ausgehend vom Bartletissay’> wurde der Gesamtlipidgehalt der gekoppelten Lipuao
als Phosphatgehalt bestimmt, um Aussagen zur Kapgpeffizienz zu treffen. Da Cholesterol
kein Phosphat enthalt, wurde der dbrige Lipidgehb#stimmt und Uber das an
Lipidstammldsung eingesetzte molare Verhaltnisdmsisen Konzentration rickgeschlossen.

Bei dieser photometrischen Bestimmung wird die desn Phospholipid im stark Sauren

freigesetzte Phosphorsaure mit Molybdatreagenzirzene gelblichen Komplex umgesetzt,
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welcher in niedrigen Konzentrationen ldslich isturEh anschlieBende Reduktion mit

Ascorbinséure bildet sich Molybdanblau.

Aus Phosphatstandardlosung (0,65 mmol/mL) wurdeai Zmalibrierreihen im Bereich von

2 nmol bis 65 nmol einschlie3lich Blindwert hergdist Von den Liposomendispersionen
wurden je nach hergestellter Lipidkonzentration 8DgL als Triplikate zur Bestimmung

verwendet. Zur Spaltung der Phosphatesterbindumgede in die Mikroreagenzglaser mit
den Proben 200 puL Perchlorsaure 70 % pipettiert3thchin bei 190°C in einem Heizblock
erhitzt. Nach 15 min Abkihlen auf RT wurden zu jed&nsatz 2 mL Molybdatreagenz und
250 pL Ascorbinsaureldsung 10 % gegeben, gemisathtl® min im siedenden Wasserbad
erhitzt. Abgekuhlt wurden die nun gefarbten Prohemer flieBRendem Wasser und zur
Quantifizierung in 4,5 mL EinmalkUvetten Uberfuldie UV-Messung der Proben wurde bei
812nm an einem UV/VIS-Spektrometer durchgefiihrt.ie DQuantifizierung der

Liposomenproben erfolgte mittels linearer Regrasslier Werte der Kalibrierung.

4.3.4 Bestimmung der Kopplungsrate
Die Kopplungsrate des Holotransferrins wurde aua riotienten aus Proteinkonzentration

[ng/mL] und Phosphatkonzentration [umol/mL] alsRrgtein/pimol Phosphat ermittelt.

4.3.5 Quantitative Platinbestimmung

Die Platinbestimmung erfolgte mittels Graphitofetoabsorptionsspektroskopie (GF-
AAS), wobei 20 pL der Probe in ein pyrolytisch Hasbtetes Graphitrohr injiziert wurden.
Dabei durchlauft die Probe mehrere Aufheizzyklesi, denen die Temperaturpunkte 650°C
und 1200°C durchlaufen werden, um alle membran®@estandteile zu veraschen, und
schlieBlich bei 2300°C die eigentliche Messungtfataiet (Tab. 4.15). Hierbei wird das
atomisierte Platin aus dem Cisplatinkomplex miteiRlatinhohlkathodenlampe durch einen
Monochromator von 265,9 nm bestrahlt und absorl@aren Teil des Lichtes. Durch das
bekannte Verhaltnis zwischen eingestrahltem unddeusProbe wieder austretendem Licht
(Extinktion) kann aus dem Lambert-Beer'schen Geghé&z Platinkonzentration ermittelt
werden, die sich proportional zum absorbierten tigkrhalt. Zur Unterdrickung des
Hintergrundrauschens wird der sog. Zeeman-Effékmusgenutzt. Es erfolgt leicht
zeitversetzt eine zweite Messung der Probe in eikkagnetfeld von 0,8 T, bei der sich das
Absorptionsspektrum des atomaren Platins in sehkealarisiertesq unds*) und parallel

polarisiertes#) Licht aufspaltet, wobei das senkrecht polarisi¢itht einem Wellenlangen-
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shift unterliegt und parallel polarisiertes Licht dureimen nachgeschalteten Polarisator von
der Messung ausgeschlossen wird. Auf diese Weiskalgo nur der Hintergrund aus Resten
organischer oder sonstiger Partikel gemessen und kan der Messung ohne Magnetfeld

subtrahiert werden. Dadurch wir die alleinige Alpdimn des Platins analysiert

Tab. 4.15:Parameter des Graphitofens im Verlauf einer Megsnih dem Spektrometer Spectr®Xeeman 220

Schritt Phase Temperatur zet Gasstrom Detektion
[°C] [s] [L/min]

1 Trocknung 95 5,0 3 nein
2 110 60,0 3 nein
3 120 10,0 3 nein
4 Vorveraschung 650 15,0 3 nein
5 650 20,0 3 nein
6 Veraschung 1300 10,0 3 nein
7 1300 4,0 3 nein
8 1300 2,0 0 nein
9 Atomisierung 2700 0,7 0 ja

10 2700 2,0 0 ja

11 Reinigung 2700 2,0 3 nein

Fur die Quantifizierung wurden zunachst ein Stathd&0 (50 ng Platin/mL) und
Qualitatskontrollen 10, 20 und 40 (10, 20 bzw. g(Phatin/mL) aus einer 10 pg/mL
Cisplatinarbeitslosung hergestellt. Diese wurde jbder neuen Messung frisch aus einer
genau quantifizierten 5 mmol/L CisplatinstammlOsumgggestellt. Der Autosampler erstellte
nun automatisiert eine Kalibrierung durch Verdinms Standards 50 mit Salpetersaure
Suprapuf 6,5 % im Bereich von 5-50 ng/mL. Als Blindwert die die Salpeterséure
(Cal zero). Nach der Erstellung der Kalibrierungliam Ende des Messdurchlaufs wurden
alle drei Qualitatskontrollen quantifiziert. DiedPen wurden als Triplikate untersucht, wobei

nach jedem Triplikat im Wechsel zuféllig eine deeidQualitatskontrollen folgte. Die
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Gesamtmessung galt als erfolgreich, wenn die Adweig von mindestens Dreivierteln der
Qualitatskontrollen nicht groRer als 15 % WAr.

Die Proben der fertigen Liposomen wurden 1:3000dinent, die der unbearbeiteten
Liposomendispersion 1:500.000, die der Cisplatmstébsung 1:50.000 und ein

Probenvolumen von 150 pL eingesetzt. Bei nicht eaakender Verdinnung war der
Autosampler in der Lage, die Probe selbststandigeweu verdinnen. Ein Messdurchlauf
bestand aus maximal vier Einzelmessungen, aberesi@ds zwei, sofern die Prazision unter
5% lag. Fur jedes der Probentriplikate wurde eiesBtiurchlauf durchgefuhrt und der

Mittelwert £ SD als Konzentration der Probe angenan.

4.3.6 Bestimmung der Einschlussrate

Die Bestimmung der Einschlussrate von Cisplatimlgté durch Entnahme einer Probe aus
der unbearbeiteten Liposomendispersion nach derydRatation des Lipidfiims mit
Ubersattigter Cisplatinlosung und Entnahme einetenen Probe aus den fertigen Liposomen
nach  GroRenausschlusschromatographie. Diese  Probearden  mithilfe  der
Atomabsorptionsspektroskopie (Abschnitt 4.3.5) gsialt und der Gehalt der ersten Probe

als 100 % angenommen.

Fur jede liposomale Formulierung wurde die Einssbiate in drei Versuchen mit jeweils

Probentriplikaten bestimmt.

4.4  Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter einer Lamixf@ir-Flow- oder Zytostatika-Werkbank

unter aseptischen Bedingungen durchgefthrt, um aommationen aller Art zu vermeiden.
Jegliches Material, das mit den Zellen direkt iniBgung kam, wurde nur einmal verwendet,
damit kein Austausch von genetischen Informationsischen den verschiedenen Zelllinien

oder Kontaminationen moglich waren.

AulRerdem wurden alle Zellen spatestens nach Passslge verworfen, um sich nicht
genetisch vom Masterstock zu entfernen. Fur die88271nd A2780cis-Zellen wurde die
Identitdt des Masterstocks am 20.04.2015 durch REMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschwdigstatigt.
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4.4.1 Inkulturnahme

Zur Reaktivierung der eingefrorendackupswurde Medium auf 37°C erwarmt und 1 mL

schrittweise in das Kryovial gegeben, sodass dalirauftaute. Die Suspension wurde dann
in eine T25-Zellkulturschale mit vorgelegten 4 mleddum Uberfihrt. Die Schalen wurden

im Inkubator bei 37°C und 5 % GQultiviert. Dabei adhé&rieren die Zellen am Schhtsen

und bilden bei genligender Oberflache einen Monolaye

Um eine ausreichende Nahrstoffversorgung zu geeigteh, wurde das Nahrmedium alle
zwei bis drei Tage ausgetauscht. Der im Medium atghe Farbindikator Phenolrot, der
durch eine Ansauerung des Mediums aufgrund vonfohselprodukten der Zellen
langsam von roter zu gelber Farbe umschlagt, boeideinen Richtwert fir den geeigneten

Zeitpunkt.

Der Mediumwechsel wurde durchgefihrt, indem dashaodene Medium abgesaugt und
durch 5 mL (T25), 15 mL (T75) oder 30 mL (T175) esersetzt wurde. Damit einhergehend

wurde das Wachstum der Zellen visuell mithilfe siimeversen Mikroskops kontrolliert.

4.4.2 Testung auf Mykoplasmen

Um eine Kontamination mit Mykoplasmen zu vermeidenyden die Zellen jedes Mal vor
dem Einfrieren und halbjahrlich im reguléaren Zeltutbetrieb getestet. Aul3erdem wurden
die mykoplasmenfreien Aliquots desrking stock maximal zehnmal passagiert, bevor sie

verworfen wurden.

Fur die Testung wurden die Zellen mit DAPI angefaibazu wurde die zu testende
Zellsuspension eine Woche in antibiotikafreiem Meadi (ohne Penicillin/Streptomycin)

kultiviert und dann eine Million Zellen/Well in ein6 Well-Platte mit einem am Boden des
Wells befindlichen runden Deckglas Uberfiihrt. Ndelm Anwachsen der Zellen Gber Nacht
wurde zweimal mit DPBS gewaschen und 5 min mit 30B00 nmol/L DAPI-L6sung, die

aus der Arbeitslésung hergestellt wurde, bei RTulmdrt. Es wurde erneut zweimal mit
DPBS gewaschen, alle Flussigkeitsriickstande mdiliciolistdndig abgesaugt und das
Deckglas ca. 30 min zur Trocknung mit der Zellseigeh oben auf ein Papiertuch gelegt.
AbschlieRend wurden zwei TropfenountingMedium auf einen Objekttrager gegeben und
das Deckglas mit der Zellseite nach unten auf depfén aufgelegt. Am néchsten Tag wurde

der Rand des Deckglases mit farblosem Nagellacklemf Objekttrager fixiert.

Die Betrachtung erfolgte am konfokalenaser scanningvlikroskop bei einer
Anregungswellenlange von 405 nm und der AufnahneeElaissionsspektrums bei 450 nm
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mit einer Bandbreite von 50 nm (+ 25 nm). Da DARI doppelstrangige DNA der Zellen,
aber auch der Mykoplasmen bindet, die man morplstbganhand ihrer geringeren Grolie
leicht von den DAPI-gefarbten Zellen unterscheidann, konnte bei Abwesenheit kleinerer
angefarbter Punkte und Agglomerate von einem kointaionsfreien Zustand der Zellen

ausgegangen werden.

4.4.3 Kultivierung

Ergab sich bei der visuellen Wachstumskontrollee dibver 80 %ige Konfluenz der Zellen
oder wurden fur einen Versuch grol3ere Zellmengendtigt, mussten die Zellen in
reduzierter Menge in andere Kulturschalen Gberfiderden.

Zu diesem Zweck wurde zunéchst das Medium abgesauaigzrur Entfernung angesammelter
Stoffwechselprodukte mit 10 mL DPBS-Puffer gespiiil erneut abgesaugt. Das Ablésen
der adhéarenten Zellen erfolgte mit Trypsin/EDTA-udg (0,5, 1 0. 2 mL, je nach GroRRe der
Zellkulturschale), das im Inkubator 2 min auf derell@h verblieb. Nach einer
mikroskopischen Kontrolle des Ablésevorgangs wuddes Trypsin mit 9 mL Medium
inaktiviert. Mehrmaliges Auf- und Abpipettieren dégllsuspension bewirkte ein zusatzliches
mechanisches Ablésen. Die in ein 50 mL Roéhrchenflibge Suspension wurde 4 min bei
1680g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt imd0 mL frischem Medium
resuspendiert. Bei Versuchen, die fur standardésiBedingungen eine bestimmte Zellzahl
erfordern, wurden an dieser Stelle 20 pL zur Zélzdg enthnommen. Zur Weiterkultivierung
wurde ein Drittel bis ein Sechstel der Zellen @eimVersuch und Grél3e der Zellkulturschale)
in eine neue Schale mit vorgelegtem Medium gegebed durch Schwenken in der

Kulturschale gleichmé&Rig verteilt.

Der Resistenzgrad der cisplatinresistenten Zellemdes regelméafRig mit dem MTassay
(Kapitel 4.8) tberpruft.

4.4.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung wurde mittels CASY Model TP (Cell Counter & Analyser
System durchgefuhrt und basiert auf dem Prinzip @ésctrical current exclusio{ECE).
Hierbei fliel3t Elektrolytflissigkeit mit konstant&eschwindigkeit durch eine Kapillare, an
deren Enden Platinelektroden angelegt sind. Darziedte Stromfluss sowie der Widerstand
sind in diesem Zustand gleich. Tritt nun eine lalgeZelle in die Kapillare ein, wirkt sie

durch ihre intakte Zellmembran als Isolator, indsi® im Moment ihres Durchflusses den
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Querschnitt der Kapillare senkt und der Widerstaich erhoht. Die Anderung des
Widerstandes verhélt sich proportional zur Gro3&v.bzum Volumen der Zelle. Die

Aufreihung der einzelnen Zellen durch die Kapill@rendglicht es, die Grol3enverteilung in
der gemessenen Zellsuspension als Diagramm wiegkdien. Die Anzahl der einzelnen
Ereignisse sind Mal3 fur die Zellzahl, die als Kanteationsangabe ausgegeben wird

[countgmL = Zellen/mL].

Fur die Messung wurden 20 puL aus den nach Abléssmspendierten Zellen entnommen, in
mit 10 mL sterilfiltriertem CASYton befiillte CASY’cupsiiberfihrt und in zwei Messzyklen

durch eine 150 um Kapillare bestimmt.

4.45 Aussaen der Zellen

Das Aussaden einer definierten Zellzahl in einemtitmsten Volumen wurde durch
Verdiinnung einer am CASY bestimmten Zellsuspension mit Medium erreicht. Die
entsprechende Zellzahl wurde dann je nach BedaZeltkulturplatten tGberflhrt (Abb. 4.3;

Abb. 4.4).
1 2 3

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des Pipettierschemas @Well-Platte fir CisplatiiptakeUntersuchungen mit
A2780- (grau) und A2780cis-Zellen (schwarz); 1 Mdellen/1,0 mL
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Zellen (grau), A2780cis- bzw. Caov-3cis-Zellen (salzy und Verdunstungsschutz DPBS (weif3); 20.000 und
40.000 Zellen/100 pL Endvolumen

Fur die Gewinnung von Lysaten der A2780- und A278dellen zur Untersuchung der
Proteinexpression mittels immunohistochemischerhgigéeén und zwecks RNA-Isolierung
wurden 2,25 Millionen Zellen in  T-75-Zellkulturflaken (30.000/cf) in 15 mL

Gesamtvolumen Vollmedium ausgesat.

Falls eine Vorinkubation mit Tinzaparin vorgeselear, wurde 1 h nach dem Ausséen eine
Konzentration von 50 pg/mL im Medium eingestellt.

Dann wurde 18-24 h inkubiert (Uber Nacht bei 378@p CQ), um den Zellen Zeit zur

Adhasion zu geben.

4.4.6 Gewinnung von Proteinlysaten

4.4.6.1 Lysate fur die Gelelektrophorese

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit TrypsiD/EA von der Flaschenwand abgeldst
und das nach Zentrifugation gewonnene Pellet inLSaitem DPBS resuspendiert. 20 pL
wurden zur Zellzdhlung entnommen und die Ubrigelleddn DPBS erneut pelletiert. Alle

Pufferriickstande wurden vollstdndig entfernt, daslleP in 500-1000 pL (je nach

Zellkulturflasche und Konfluenz) fertig zusammenrggegem Lysepuffer aufgenommen und
nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren in ein thb Reagiergefald tGberfihrt. Die Lyse
erfolgte 30 min lang in einem Thermomixer bei 4°@du800 U/min. Die membranaren
Bestandteile wurden anschlieRend durch Zentrifagalbiei 13.000 rpm fur 10 min bei 4°C
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abgetrennt und der proteinhaltige Uberstand in riReagiergefale dekantiert. Die fertigen
Lysate wurden zu 100 pL aliquotiert und bei -80°&mal zwei Monate lang gelagert.

4.4.6.2 Lysate fir den Apoptosearray

Die Lysate zur Analyse mithilfe de&roteome Profiler™ Human Apoptosis Array Kiturden
nach dessen Anleitung unter dem Abschr@l) Lysate$ hergestell?®* DemLysis Buffer 17
aus dem Kit wurden 10 pg/mL Aprotinin, LeupeptinduRepstatin zugesetzt, um eine
Zersetzung der Proteine zu verhindern. Die gewoemérysate wurden zu 100 pL aliquotiert

und bei -80°C maximal zwei Monate gelagert.

4.4.7 Proteinbestimmung

Die Gesamtproteinmengen der Zelllysate wurden Haittes BCAassag™™ quantifiziert.

Auch hier geht eine Biuret-Reaktion (Abschnitt 2)3voran. Die Bicinchoninsaure bildet
dann mit entstehendem, einwertigen Kupfer aus demeBKomplex einen weiteren violetten
Farbkomplex (Abb. 4.5).

Abb. 4.5: Struktur des violetten BCA-Komplexes; aus GriindenUteersichtlichkeit wurde das ProtolyseverhalteReru
Acht gelassen. Im verwendeten basischen Puffertefisich die Carbonsauren im deprotonierten Zustand.

Die Zelllysate wurden 1:20, 1:50 und 1:100 verdiinntn Messwerte im linearen

Kalibrierbereich zu erhalten.

Die Bestimmung wurde mithilfe des BCA-Proteissaykits durchgefihrt. Die einzelnen

Konzentrationen der Kalibrierung zwischen 50 pg/mund 400 pg/mL  und
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Qualitatskontrollen von 150 pg/mL, 250 pg/mL und 3&/mL, sowie die Proben wurden in
0,5 mL Reagiergefal3e pipettiert. Pro Proteinplatteden zwei Kalibrierungen und jeweils
Duplikate der Qualitatskontrollen und Proben mitean Volumen von 40 puL angelegt. Zum
Aufschluss wurde mit 40 puL Natronlauge (1 mol/Lysetzt. Nach 30 min Inkubationszeit bei
RT und Durchmischung wurde mit dem gleichen Voluman Salzsaure (1 mol/L)
neutralisiert und erneut gemischt. Die so vorbeteit Proben, Kalibrierungskonzentrationen
und Qualitatskontrollen wurden dann zu 20 puL au¥\gdl-Platten Uberfihrt (Abb. 4.6).

T o o m U o w »

Abb. 4.6: Pipettierschema des BCassayg mit Kalibrierung (schwarz), Qualitatskontrollatutkelgrau) und Proben (grau);
Endvol.: 220 uL/Well

In jedes Well wurde 200 pL frisch hergestellte BC&sung gegeben und 60 min bei 60°C im
Trockenschrank inkubiert. Nach dem Abklhlen erldte Messung gegen die Kalibrierung

bei 570 nm im Mikroplattenphotometer.

4.4.8 Lagerung

Zur langeren Lagerung wurden die Zellpellets, des Hder Weiterkultivierung erhalten
wurden, in Kryomedium aus neun Teilen FKS und einesil DMSO als Kryoprotektor

resuspendiert und zu 1,0 mL aliquotiert. Ein zigdlusgewahltes Aliquot wurde direkt auf
Mykoplasmen getestet (Abschnitt 4.4.2) und die dgdmi zunachst in einem
Hochleistungsgefrierschrank aufbewahrt. Durch sibbmeEinfrieren bei -80°C werden alle

zellularen Prozesse gestoppt, es kommt durch daS@Mur zur Ausbildung sehr kleiner
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Eiskristalle, die die Membran und Organellen nizbtstoéren. Nach einer Woche wurde die
endgultige Lagerung in der Gasphase eines Stidtertt bei -196°C vorgenommen.

4.5 Cisplatin-uptake

45.1 Inkubation der Zellen

Zur Quantifizierung des von den Ovarialkarzinomaelaufgenommenen Cisplatins, speziell
bezuglich der Auswirkung einer gleichzeitigen urmtherigen Tinzaparinbehandlung, wurde
sowohl die A2780- als auch die A2780cis-Zellliniubationsversuchenunterzod&n.

Es wurden Zellen in 21 sterile 6 Well-Platten wieAbb. 4.3 dargestellt in 0,9 mL Medium
ausgesat. Fur die alleinige Cisplatin- und gleidiges Tinzaparininkubation wurden weitere
100 pL Medium erganzt, fur eine Tinzaparinvorinkiira 100 pL einer 0,5 mg/mL

Tinzaparinarbeitslosung und Uber Nacht inkubie@m8iche Flissigkeit wurde vor dem
Beimpfen mit Cisplatin abgesaugt. Die einzelnen [gVelurden so beimpft, dass in 1 mL
Medium, bzw. Medium mit 50 pg/mL Tinzaparin bei dgaichzeitig inkubierten Zellen, eine
Cisplatinkonzentration von 20 pmol/L vorlag. Ber déntersuchung der Cisplatinliposomen
wurde ebenfalls 20 umol/L Cisplatin in 1 mL dosidftir den 24 h-Wert wurde jeweils das
Volumen bei Beibehaltung der Konzentrationen auhl2 erh6ht, um eine ausreichende

Nahrstoffversorgung der Zellen tber diesen Zeitraungewahrleisten.

Nach den entsprechenden Inkubationszeiten zwiscB@min und 24 h wurde die
Cisplatinaufnahme unterbrochen, indem das Mediugesdugt wurde. Anschlieend wurde
mit 1 mL DPBS-Puffer gewaschen, dieser entfernt diedZellen mit 200 uL Trypsin/EDTA
2 min im Inkubator bei 37°C und 5 % G@bgeldst. Die Trypsinisierung wurde mit 1 mL
Medium abgestoppt und die Zellen durch mehrmaliged- und Abpipettieren vom
Plattenboden gelost. Nach der Uberfiihrung in 2 readRergefale wurde die Suspension mit
15809 1 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand abggt. Aus den mit 1 mL DPBS-
Puffer resuspendierten Zellen wurden 20 pL alsefiptobe entnommen (Abschnitt 4.5.3)
und in ein 0,5 mL Reagiergefald pipettiert. Die \@lbende Suspension wurde mit 186@R0
1 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand abhggs Dieser Waschschritt wurde ein
zweites Mal wiederholt. Die Zellpellets wurden lasr weiteren Aufarbeitung bei -20°C

gelagert.
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4.5.2 Quantitative Platinbestimmung

Zu jedem tiefgekiihlten Zellpellet wurden 50 pL $adpsaure Suprapi5 % gegeben und
diese bei 80°C im Wasserbad 1 h lysiert. Es wui@ghrder gleichen Methode wie bei der
Quantifizierung einer Liposomendispersion gearbdidschnitt 4.3.5). DieuptakeProben
wurden je nach Inkubationsdauer im Bereich von iR 1:25 verdinnt und hatten ein

Probenvolumen von 100 bis 200 pL.

4.5.3 Proteinbestimmung

Zur Lyse wurden dieuptakeProben (Abschnitt 4.5.1) mit 10 uL Natronlaugem@l/L)
versetzt. Nach Durchmischung und 30 min Inkubatieitsbei RT wurde mit dem gleichen
Volumen an Salzsaure (1 mol/L) neutralisiert. Egden zusatzlich 10 pL Aqua millipore
hinzugefligt und erneut gemischt, um sich bei desddeg im Kalibrierbereich zu bewegen.
Die so vorbereiteten Proben wurden zu 20 pL aufVed-Platten Gberflhrt und wie bei der

Proteinbestimmung von Zelllysaten verfahren (Ab#tidnd.7).

4.5.4 Auswertung und Statistik
Die spektroskopisch ermittelte, aufgenommene Clspleenge [ng] wurde auf die im BCA-
assayermittelte Proteinmenge [ug] bezogen, um versamestarkes Grundwachstum der

Zellen zu relativieren.

Es wurden drei Inkubationsversuche in Triplikatamwctigefihrt und die Platinmenge der
Proben bestimmt. Die dabei entnommenen Proteinpreheden ebenfalls jeweils als drei
unabhangige Proben untersucht. Bei den dargestel@eaphen handelt es sich um

Mittelwerte + Stabw. aller Versuche.

4.6 Effluxuntersuchungen zur multi drug resistance

Zur Untersuchung des Einflusses aufranlti drug resistancéeteiligte Transporter wurden
Verdinnungsreihnen des NMH Tinzaparin und Pentasaicth Fondaparinux an die

Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Wiese Ubergeben.

4.6.1 Probenvorbereitung

Es wurden zur Aufbewahrung der Verdinnungsreihem Vimzaparin und Fondaparinux

1,5 mL SchraubdeckelgefaRe autoklaviert und alldeAsschritte unter einer sterilen
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Werkbank durchgefiihrt. Die beiden Verdinnungsreiwanden ausgehend von den sterilen
Fertigarzneimitteln innoh&Tinzaparin) und Arixtr3 (Fondaparinux) hergestellt. Fr
Tinzaparin wurden Konzentrationen zwischen 7,7%a®l/L und 2,4x18 mol/L und fir

Fondaparinux zwischen 2,9xi@nol/L und 9,2x10 mol/L hergestellt und zur weiteren

Untersuchung Frau Martina Lebbing-Neuber aus debeifskreis Prof. Wiese Ubergeben.

4.6.2 Durchfihrung der assayg zur multi drug resistance

Alle assay wurden von Frau Martina Lebbing-Neuber in dendralder AG Prof. Wiese

durchgefuhrt. Diese werden im Folgenden kurz vdedis

Sowohl bei Calcein-AM als auch bei Rhodamin 123 macan sich die Membrangéangigkeit
der Substanzen zunutze, welche durch intrazelllldegabolisierung, hauptsachlich durch
Esterasen, verloren geht. Dabei bleibt jedoch ilubs8atcharakter gegenuber ABC-
Transportern, die an denulti drug resistancéeteiligt sind, wie P-GP und verschiedenen
Transportern der MRP-Familie erhalt&fi?®°
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o o o Esterasen O \

\I(OvOY\N N/\[(O\/O\n/ HO o o
o o (0] 0. (o] (@] HO OH
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Abb. 4.7: Intrazellulare Metabolisierung des Calcein-AM duBEsterasen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wuiae
Protolyseverhalten auf3er Acht gelassen. Im inti@dZeén pH-Bereich befinden sich die Carbonsauredeprotonierten

Zustand.
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H,N o NH
Esterasen O = ‘
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Rhodamin 110

Zellmembran

Abb. 4.8: Intrazellulare Metabolisierung des Rhodamin 12ZdiEsterasen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeitieutas
Protolyseverhalten au3er Acht gelassen. Im inti@dZeén pH-Bereich befindet sich die Carbonséureéprdtonierten
Zustand

Eine potentiell funktionelle Beeinflussung der Tsparter durch Tinzaparin und
Fondaparinux wurde zusatzlich an der doxorubicistesten Zelllinie A2780adr untersucht,
da bei dieser ein direkter Zusammenhang zwischesisiaz und den beteiligten ABC-
Transporterff® bekannt ist.

4.6.2.1 Bestimmung am Multiwellreader

Zur fluorimetrischen Bestimmung am Multiwellreadeurden 27.000 Zellen pro Well in
KHP-Puffer bzw. Medium mit den Verdinnungsreihenr deestsubstanzen beimpft
(Endkonzentrationen: Tinzaparin: 7,7<1®ol/L bis 2,4x10°mol/L; Fondaparinux:
2,9x10% mol/L bis 9,2x13° mol/L). Zum Vergleich wurden ebenfalls die P-GRibitoren
X24 (Endkonzentrationen: Tamol/L bis 10 mol/L) und Verapamil (Endkonzentrationen:
10° mol/L bis 10° mol/L) untersucht, sowie jede Multiwellplatte netner Kontrolle mit
lediglich KHP-Puffer bzw. Medium versehen. Das Evldmen betrug 200 pL. Es wurde fir
eine KHP-Zellsuspension 1 h und fur eine Mediumstesipension 3 h bei 37°C und 5 % £0O
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurdel¢@m-AM zu einer Endkonzentration von
0,3 umol/L erganzt und die Platten direkt am Mudtiveader Xex. = 485 nmAem= 520 nm)

Uber 40 min kontinuierlich gemessen.

4.6.2.2 Bestimmung am Durchflusszytometer

Bei der durchflusszytometrischen Bestimmung wurdienVerdinnungsreihen vorgelegt und
100.000 Zellen/Well eingesetzt. Das Gesamtvolumeetrug 100 pL/Well. Nach
halbstiindiger Inkubation (37°C, 5% @Owurde zu 0,3 umol/L mit Rhodamin 123 oder
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Calcein-AM beimpft, 120 min erneut inkubiert undsehlieend am Durchflusszytometer die
Fluoreszenz bestimmidy:. = 488 nmjem= 530 nm).

4.6.3 Auswertung und Statistik
Die Auswertung der Rohdaten wurde ebenfalls voru Bviartina Lebbing-Neuber der AG
Prof. Dr. Wiese durchgefuhrt. Der Versuchsaufbauiwdriplikaten angelegt. Jeder Versuch

wurde mindestens n = 3 bis n = 5 durchgefuhrt.

Die Rohdaten wurden als FSC-S8Gplot der Beziehung ZellgroRe zu
Oberflachenbeschaffenheit abgebildet, um tote #ellend Zellagglomerate aus der
Betrachtung auszuschlie3en. Zur weiteren Auswertlerg~luoreszenz wurde dann lediglich

die gesunde Hauptpopulation betrachtet.

4.7 Untersuchung der Expression von Proteinen

4.7.1 Inkubationsexperimente
Die Zellen wurden wie unter Abschnitt 4.4.5 beseben in T-75-Flaschen ausgesat. Sollte
mit Tinzaparin vorinkubiert werden, wurde im Volldiem eine Tinzaparinkonzentration von

50 pg/mL eingestellt (Tab. 4.16, Kultivierung).

Am néchsten Tag wurde das Medium ausgetauscht und der/den gewilnschten
Testsubstanz/-en beimpft (Tab. 4.16, Behandlunglas DEndvolumen der T-75-
Zellkulturflasche von 15 mL wurde dabei beibehaltéiach Ablauf der gewiinschten
Inkubationszeit, hier 72 h, wurden die Zellen aafpeitet (Abschnitt 4.4.6) und deren
Proteine bestimmt (Abschnitt 4.4.7).

Tab. 4.16:Behandlungsschemata der einzelnen Inkubationsanf§éitdasvestern blotting

Bezeichnung Kultivierung Behandlung (72 h)
unbehandelt Vollmedium keine
Tinza 50 pg/mL Tinzaparin in 50 pg/mL Tinzaparin in
Vollmedium Vollmedium

cDDP Vollmedium ECso Cisplatin bzw. 2 pmol/L*
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Liposomales cDDP Vollmedium ECso Cisplatinliposomen, 5 %
mMmPEG-PE bzw. 2 pmol/L*
cDDP + Tinza 50 pg/mL Tinzaparin in ECso Cisplatin bzw. 2 pmol/L*
Volimedium 50 pg/mL Tinzaparin
cDDP + Tinza (gl.) Vollmedium ECso Cisplatin bzw. 2 pmol/L*

50 pg/mL Tinzaparin

*Bei der Untersuchung von Influx- bzw. Effluxtrarmspern wurde eine Cisplatinkonzentration von 2 pmaewahlt
(liposomal und freier Wirkstoff); bei der Untersurty apoptoserelevanter Proteine wurde jeweils Bassage zuvor mittels
MTT-assaydie individuelle EGy bestimmt und mit dieser beimpft.

4.7.2 Elektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurde ein Volumen der wie unter Abschnitt 41.6eschrieben hergestellten Lysate,
welches einer Gesamtproteinmenge von 50 pug entspmcit dem gleichen Volumenteil

Laemmli-Probenpuffer (2x Konzentrat) versetzt, garht und fur 30 min bei RT inkubiert.

Die Fertiggele mit 10 % Acrylamid wurden in die Kaingen eingespannt und diletting-
Kammer und die durch zwei Fertiggele gebildetereimdume der Halterungen wurden mit
Elektrodenpuffer gefillt. Um Gelagglomerate am Raled Taschen zu entfernen und ein
gleichmafiges Beflllen zu gewahrleisten, wurde jédesche mit einem Gg und
Elektrodenpuffer durchgespilt. AnschlielBend wurdienTaschen mit den in Laemmli-Puffer
verdinnten Proben in die Taschen eingebracht, wab&esamtvolumen von 50 pL maoglich
war. Die beiden &uleren Taschen wurden aufgrunckr ilteilweise schlechteren
Laufeigenschaften nur mit Laemmli-Puffer befulltduzwei der acht verbleibenden mit
2,5 uL Proteinstandard, der zehn aufgereinigte médnoante Proteine zwischen zehn und
250 kDa enthalt. So konnten pro Gel jeweils sealobéh unter optimalen Laufbedingungen

untersucht werden.
Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung2@® V fir 45 min durchgefihrt.

Die Auftrennung erfolgte nach der GroéRRe der Pretenta im Puffer enthaltenes, negativ
geladenes Natriumdodecylsulfat sich anlagert unohits@ine Proportionalitat zwischen
(negativer) Ladung und Molekulgréf3e herstellt. Bigenladung der verschiedenen Proteine
tritt somit in ihren Auswirkungen auf die Wanderumign elektrischen Feld in den

Hintergrund.
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4.7.3 Western blotting

Nach der Elektrophorese wurden die Fertiggele lagsri Plastikrahmen entfernt und 5 min in
Transferpuffer equilibriert. Die Elektrophoresekaamwurde gereinigt und zublotting-
Kammer umgebaut und mit Transferpuffer zur Halfefubt. Die im Gel aufgetrennten
Proteine wurden auf PVDF-Membranen Ubertragen,zdior 20 s in Methanol aktiviert
wurden und anschlieRend mit dem Gel sowie beids@tiveils einemblotting paperund
fiber pad in die blotting-Halterungen der Kammer eingeklemmt wurden. Nachn de
vollstandigen Befiilllen der Kammer fand die Uberwmag der Proteine unter Kihlung
(Kuhlakku aus dem -20°C Gefrierschrank) sowie Rilyei einer konstanten Spannung von
100V fur 60 min statt. Dabei wurde eine maximalado®starke von 350 mA nie

Uberschritten.

4.7.4 Visualisierung der Proteine

Die Membranen mit den Ubertragenen Proteinen wunddentwicklerschalen Utberfuhrt, in
denen sie fur eine 1 h bei RT in 50 nblockingLdsung geschittelt wurden, um freie
Bindungsstellen auf der Membran zu besetzen. Argddhd wurde dreimal 10 min mit
20 mL TBS-T-Puffer gespilt, um noch gebundenes iNatfodecylsulfat sowie

Uberschissiges Milchprotein aus daockingLdsung abzuwaschen. Die Inkubation mit
10 mL Losung des primaren Antikorpers (Abschnift.2.2) erfolgte 1 h bei RT und wurde
im Kuhlschrank tber Nacht fortgesetzt.

Am nachsten Tag wurde dreimal 10 min mit TBS-T-Buffjespult und 1,5 h bei RT mit der
Losung des sekundaren Antikdrpers (Abschnitt 42).#hkubiert. Diese wurde ebenfalls
durch zweimaliges Spilen mit TBS-T-Puffer (10 memtfernt und die Membran in TBS-T-
Puffer bis zur Detektion belassen.

Die Visualisierung des Zielproteins erfolgte im @hBoc™ XRS+ System. Hierbei wird die

bei der Luminolreaktion freigesetzte Chemiluminezzédetektiert. Rettichperoxidase (HRP)
katalysiert zunachst die Oxidation des Luminols cduPeroxid zu einem intermediar
auftretenden Epoxid, welches unter Stickstofffreiseg zum Dicarboxylatanion gespalten
wird. Der vorliegende angeregte Triplettzustang (in Orbital eines Sauerstoffs geht dabei
zunachst strahlungslos in einen angeregten Sirigustand (9 Uber, welcher dann durch

Freisetzung von Licht (428 nm) in den Singulettgizustand zurickfallt (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Ablauf der von Rettichperoxidase katalysierten ingtreaktion; Luminol wird oxidiert und reagiert daf unter
der Freisetzung von Stickstoff zum DicarboxylataniDie auftretende Lumineszenz kann optisch detgktierden.

Vor dem Start der optischen Detektion wurde die dehe der Membran mit 2 mL einer
Luminol-Peroxidldsung  (Abschnitt 4.1.2.4) vollstésnd bedeckt. Die auftretende
Chemilumineszenz wurde tber 15 min verfolgt, in etefiede Minute eine Aufnahme der
detektierten Photonen ausgegeben wurde. Stellgndgr Zeitraum oder das Intervall der
Einzelbilder als zu lang dar, wurden beide verkio®t maximal zu einer Aufnahme Uber

1 min mit einem Bild alle 10 s.

4.7.5 Auswertung und Statistik

Um halbquantitative Aussagen Uber die Expressianumgersuchten Proteine zu treffen,
bedurfte es eines Standard®isekeeping protéinZu diesem Zweck wurde zu jedem Gel
ein Duplikat erstellt und in derselben Kammer umbeakt gleichen Bedingungen aufgetrennt,
geblottet und entwickelt. Fir das aufgetrennte und Ubertragdentische Proteinlysat wurde

ein primérer Antikbrper gegen ubiquitar exprimisrfgAktin verwendet. So konnte eine

gleiche Proteinmenge pro Probe zusatzlich zur \gsgangenen Proteinbestimmung

gewahrleistet werden.

Die einzelnen Versuche wurden fur jedes Zielprot@inoben beschriebenen Duplikaten
mindestens als n = 2 durchgefihrt, um die Repradbarkeit der Auswirkung verschiedener
Behandlungsmethoden auf die Proteinexpression awualgdeisten. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wird im Ergebnisteil dieser Arbeilediglich eine reprasentative
Visualisierung dargestellt. Die Einzelexperimenterden zudem durch Bestimmung der
Pixeldichte im Vergleich zur jeweiliggitAktinexpression der Probe zusammengefasst.
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4.8 Zytotoxizitat

4.8.1 Inkubationsexperimente

Es wurden jeweils 20.000 und 40.000 Zellen in 96\Rtten wie in Abb. 4.4 skizziert
ausgesat. Das Endvolumen der Zellsuspension betbgi, wenn eine Vorinkubation mit
Caspaseinhibitoren durchgefiihrt wurde, 80 pL bzei der Behandlung nur mit einer
Verdunnungsreihe oder Tinzaparinvorinkubation 90 Pie Vorinkubation mit Tinzaparin
(50 ug/mL) wurde mindestens 1 h nach dem Aussaenh 1@ipL einer 500 pg/mL
Arbeitslosung durchgefinhrt.

Am néachsten Tag wurden die MTT-Platten pro verékdReihe von links nach rechts mit
10 pL ansteigender Konzentrationen Cisplatins bzu. testender Substanz beimpft
(Endvolumen: 100 pL). Die erste Reihe von linkdltstedabei die Wachstumskontrolle mit
10 puL DPBS bzw. Natriumchloridlésung 0,9 % fur é&eiWirkstoff dar. Fur freies Cisplatin
wurde ein Konzentrationsbereich zwischen”2éhol/L und 10°° mol/L betrachtet. Bei der
liposomalen Formulierung variierte der Konzentnasioereich je nach Einschlussrate der
Liposomen zwischen ca. 6 mol/L und 10*° mol/L, wobei die héchste Konzentration die
unverdinnte Liposomendispersion darstellte. Das [IMipoplatin™ wurde zwischen
10"°mol/L und 10*°mol/L untersucht, die Toxizitdt von Tinzaparin \gar zwischen
10%°mol/L und 10*°mol/L und die von Kupfersulfat zwischen 3fol/L und 10" mol/L
bestimmt (Tab. 4.17). Die so erhaltenen Probeiief# fir jede Cisplatinformulierung und
jeweils 20.000 und 40.000 Zellen wurden fur 72 & @edarf auch 24 h und 48 h) bei 37°C
und 5 % CQin den Inkubator gegeben.

Tab. 4.17:Behandlungsschemata der einzelnen Inkubationsanatk T T-assays

Bezeichnung Vorinkubation Behandlung
Tinzaparintoxizitat keine Tinzaparin-Verdinnungsreihe
Kupfersulfattoxizitat keine Kupfersulfat-Verdiinnungsreihe
cDDP keine Cisplatin-Verdiinnungsreihe

Liposomales Cisplatin keine Liposomen*-Verdiinnungsreihe
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Lipoplatin™ keine Lipoplatin™-Verdiinnungsreihe
cDDP + Tinza 50 pg/mL Tinzaparin fir 18 h  Cisplatin-Verdiinnungsreihe
cDDP + 50 pmol/L : . . :
Caspaseinhibitor Caspaseinhibitor** fir 3 h Cisplatin-Verdunnungsreihe
Liposomales Cisplatin 50 pmol/L . n . .

+ Caspaseinhibitor Caspaseinhibitor** fur 3 h Liposomen*-Verdinnungsreihe

*Nach diesem Behandlungsschema wurden alle untetesud.iposomen getestet (Tab. 4.11). **Es wurddmilditoren von
Caspase-3, -8 und -9 eingesetzt (Tab. 4.5)

4.8.2 MTT-assay

Die konzentrationsabhéngige Zytotoxizitat der wsuehten Substanzen wurde anhand des

MTT-assayuberpruft.

Bei diesem kolorimetrischen Analyseverfahren windWasser und Medium gut l6sliches
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoinbromid (MTT) durch mitochondriale
Dehydrogenasen zu einem magentablauen Formazapifatimimgesetz?’ (Abb. 4.10).

S N red. S HN
N N

(mitochondriale Dehydrogenasen)
(NADH)
(NADPH)

Abb. 4.10: Reduktion von MTT zum Formazan durch mitochondri@dégloxenzyme/-cofaktoren in lebenden Zellen

Neueren Erkenntnissen zufolge scheinen mitochdedriBehydrogenasen wie die
Succinatdehydrogenase nur einen Teil des MTT zwazeden. Eine groRere Rolle als
Reaktionspartner spielen wohl NADH und NADP#2%°Durch Lésen der Formazankristalle
in DMSO kann deren Konzentration photometrisch ibeat werden, wobei sich die
auftretende Absorption proportional zur Anzahl aakten, lebenden Zellen verhalt.

Praktisch wurden 1 h vor Ablauf der InkubationsZ6tuL MTT-Reagenz zu jedem Well
pipettiert und die Inkubation fortgesetzt. Nach &l der Zeit wurden die Platten
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ausgeschlagen und die Formazankristalle in 200 MISO gel6st. Die Platten wurden darauf
im Mikroplattenphotometer (Multisk&nEX) geschiittelt und bei 570 nm gemessen. Die
Hintergrundabsorption durch Medium- bzw. Serumrtitkde wurde subtrahiert, indem die

Platte zuséatzlich bei 690 nm bestimmt wurde.

4.8.3 Auswertung und Statistik
Die Versuche wurden n = 3 in Triplikaten durchgetiih_ediglich die Versuche zur

Caspaseinhibition wurden n = 2 durchgefihrt.

Zur graphischen Auswertung wurden die Absorptiomsavegegen den dekadischen
Logarithmus der Cisplatinkonzentration aufgetraged anschlie3end normalisiert, indem der
hochste Absorptionswert als 100 % festgesetzt wubike Kurvenanpassung erfolgte durch
nichtlineare Regression aldose responsEurve eines Inhibitors. Aus dem sigmoidalen
Verlauf des Graphen wurde die &®estimmt. Dieser beschreibt den Konzentrationseugrt

der Abszisse, bei dem das mittlere Niveau zwisaenNirkung bei der Dosierung O und der
maximalen Wirkung erreicht ist. Es handelt sich daoh um diejenige Konzentration der
eingesetzten Substanz, bei der 50 % der Zellenstdrtpen sind. Bei den gezeigten MTT-

Graphen handelt es sich somit um einen repraseamatiersuch in Triplikaten aus n = 3.

Der Resistenzgrad ergibt sich aus dem QuotienterE@g) von resistenten (A2780cis bzw.
Caov-3cis) und urspriinglichen (A2780 bzw. Caov-8)jeh und ist somit ein Mal3 daftr, um
wieviel toleranter die resistenten Zellen gegenigsrExposition mit einer Substanz sind als

ihre im gleichen Versuch eingesetzten Ausgangszeitl.

Da die eingesetzten Konzentrationen und die Uritezde zwischen den beiden Zelllinien des
Ovarialkarzinoms sehr klein sind, wurde zur stesisten Auswertung wie z.B. Bildung von
Mittelwerten und Berechnung der Standardabweichdeig pEGo-Wert herangezogen, der
sich als dekadischer Logarithmus dersg@arstellt. Die gemittelten Egkonnten so aus den

statistisch betrachteten pg&uriickgewonnen werden.

4.9 Titrationskalorimetrische Bestimmungen

Eine mogliche Interaktion von Tinzaparin und Kupfewurde mit isothermaler

Titrationskalorimetrie bestimmt.
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Zusammenfassend gesagt werden bei diesem VerfamenReferenz- und Messzelle im
adiabatischen System so beheizt, dass in beidetenZadine konstante Temperatur
vorherrscht. Empfindliche Temperaturaufnehmer simthbei mit der Heizquelle
rickgekoppelt, sodass die Heizleistung stetig aaggipwird. Uber eine Mikroliterspritze
werden kontinuierlich kleine Volumina eines poteléin Bindungspartners zu einer in der
Messzelle vorgelegten Untersuchungslésung gegeBemgrund von exothermen oder
endothermen Bindungsereignissen kann so die Differader Heizleistung beim

Aufrechterhalten einer konstanten Temperatur iddreiZellen in pcal/s bestimmt werdef.

4.9.1 Bindungsuntersuchungen von Tinzaparin an Kupfer

Die Proben wurden zunachst im ProbenaufbereitezruRtihren 8 min bei 24°C evakuiert.
Die Referenzzelle wurde mit 1,8 mL Aqua milliporeadudie Messzelle mit 1,8 mL der
entlifteten 0,05 mmol/L Testlésung (Titrand) bdfiilhd luftdicht verschlossen. Die zweite
Substanz (Titrator) wurde zu 1,5 mL als 30 mmol/Gsung in den Vorratsbehélter der
automatisch gesteuerten Mikroliterspritze gegebed diese beflllt. Die Messparameter
(Tab. 4.18) wurden am PC konfiguriert und die Expente mit dem Titrationskalorimeter

MicroCal VP-ITC automatisiert durchgefuhrt.

Tab. 4.18:Parameter einer Messung am Titrationskalorimeter

Parameter GroiRe
Anzahl der Injektionen 50
Injektionsvolumen 5puL
Injektionsdauer 12s
Abstand zwischen Einzelmessungen 180 s
Dauer einer Einzelmessung 1ls
Zellentemperatur 25°C
Referenzleistung 8 uCalls
Initiale Verzdgerung 120 s
Ruhrgeschwindigkeit 310/min
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Zur Ermittlung einer Tinzaparin-Kupferbindung wurdEnzaparin als Titrand in die
Messzelle vorgelegt und Kupfersulfat-pentahydratTatrator aus der Mikrolitersprize in die
Messzelle injiziert (Tab. 4.19).

Tab. 4.19:Versuchsbedingungen der isothermalen Titration

Messzelle Spritze Referenzzelle
[0,05 mmol/L] [30 mmol/L]

Tinzaparin Kupfersulfat-pentahydrat Aqua millipore
Aqua millipore Kupfersulfat-pentahydrat Aqua millipore

Tinzaparin Aqua millipore Aqua millipore

4.9.2 Auswertung und Statistik
Alle drei Kombinationen (Tab. 4.19) wurden dreimialbhangig voneinander bestimmt, um
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten. Als Graph Waadlglich ein reprasentativer Durchlauf

dargestellt.

Da fir diese Arbeit, die Auswirkungen auf Chema®siz betreffend, nur eine qualitative
Aussage entscheidend ist, ob eine Bindung von Perza und Kupfer prinzipiell stattfindet,
wurde auf die Berechnung der Bindungsaffinitatfhalpie und -stéchiometrie verzichtet.

4.10 Proteinexpression apoptoseassoziierter Proteine

Die Expression apoptoserelevanter Proteine wurdederin Proteome Profiler™ Human
Apoptosis Array Kitnach Anweisungen des Herstellers bestirfithtHierbei wird ein
Zelllysat auf eine Nitrozellulosemembran gegebei daer Antikdrper gegen 35 verschiedene
Apoptoseproteine immobilisiert sind. Die Detekti@nfolgt durch Zugabe biotinylierter
Antikorper, ebenfalls gegen die 35 Proteine, und@avidin-HRP, welches nach Zugabe der
Detektionsreagenzien wie in Abschnitt 4.7.4 bestlan kaltes Licht emittiert (Abb. 4.9).
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4.10.1 Inkubationsexperimente

Die Inkubation der Zellen erfolgte wie die Inkulwetiflir Proteinexpressionsanalysen mittels
SDS-PAGEWestern blot (Abschnitt 4.7.1). Dabei wurden folgende Behandem
durchgefuhrt und mit dem Proteamray untersucht:

Tab. 4.20:Behandlungsschemata der einzelnen InkubationsanfgétProteinarrays

Bezeichnung Behandlung (72 h)
unbehandelt keine
cDDP ECso* Cisplatin

Liposomales cDDP  ECso* Cisplatinliposomen, 5 %
mPEG-PE

Leerliposomen ECso** Liposomen, 5 % mPEG-
PE, ohne Cisplatin

Lipoplatin™ ECso*Lipoplatin™

*Es wurde jeweils eine Passage zuvor mittels MiESaydie individuelle
ECso bestimmt und mit dieser beimpft.**Es wurden in ainCharge
cisplatinhaltige und Leerliposomen hergestellt, eder theoretische
Cisplatinkonzentration als die der cisplatinhaltijestgesetzt und mit dieser

beimpft wurde.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Lysate w Abschnitt 4.4.6.2 beschrieben
aufgearbeitet. Die Protemray-Untersuchungen wurden nur mit der cisplatinresiste
Zelllinie A2780cis durchgefuhrt.

4.10.2 Durchfiihrung des Protein-arrays

Die Bestimmung der Apoptoseproteine erfolgte nagim dProtokoll des Herstellers wie unter
dem Abschnitt Array Proceduré beschrieber?®*

Dabei wurde die Membran zunéchst durch Schuttelr2,6omL Array Buffer 1fur 1h
aktiviert und die Schutzschicht von den Antikorpentfernt. Die Zelllysate wurden mniiysis
Buffer 17auf eine Konzentration von 1,2 mg/mL verdunnt urk® AL in 1,25 mLArray

Buffer 1 gegeben. Der Puffer wurde von den Membranen entfend mit den 1,5 mL
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Lysatverdinnung Gber Nacht bei RT auf einem Labhargler inkubiert. Die

Gesamtproteinmenge auf einer Membran betrug su800

Am nachsten Tag wurde dreimal 10 min Miash Buffer 1xgeschuttelt und 1 h mit 1,5 ml

einer Verdinnung des Antikdrpercocktails Amray Buffer 2/&nkubiert. Nach erneutem,

dreimaligem Waschen wurden 2,0 mL Streptavidin-HRIPdiinnung zugegeben und 30 min
geschuttelt. Diese wurde ebenfalls durch zweimaligpiilen mit TBS-T-Puffer entfernt und
die Membran in TBS-T-Puffer bis zur Detektion bsks.

Die Membranen wurden abweichend der Vorschrift thialt einem Rontgenfilm visualisiert,
sondern wie die Membranen desstern blad geman Abschnitt 4.7.4 mit dem ChemiDoc™
XRS+ System.

4.10.3 Auswertung und Statistik

Die Pixeldichte der auf der Nitrozellulosemembrisualisierterspotswurde mit Image Lab
analysiert. Dabei wurde fur alle Membranen eine nahime bei derselben
Visualisierungsdauer gewahlt, bei der die maxinkakeldichte von 65535 nicht tUberschritten
wurde, um Linearitdt im Verhaltnis zu den durch dieminolreaktion frei werdenden
Photonen, die sich wiederum proportional zur Probeinge verhalten, sicherzustellen. Die
Messpunkte wurden zentrisch mit einer Flache vaehnthf erfasst, was der Flache des

kleinsten Punktes entsprach.

Auf einer Membran befinden sich drei Typen von Messten, die Positivkontrolle (3x
Duplikate), die Negativkontrolle (Duplikat) und degentlichen Probenmesspunkte der 35
Apoptoseproteine (Duplikate) (Abb. 4.11).

Positivkontrolle Positivkontrolle

X ‘ @9
00 se oo

s "¢ @8 s00s 20
o) Probe @ 4 RS
\ (Duplikat) Negativkontrolle
Angelegte Kreisflichen J

zur Bestimmung der
@ 2 Pixeldichte (0,4 mm?)

Positivkontrolle

Abb. 4.11: Skizze der angelegten Kreisflachen zur BestimmiergPixeldichte und den drei unterschiedlichen Tiypen
Messpunkten auf einer Nitrozellulosemembran despfgeearrays. Die Negativkontrolle dient zur Nivellierung des
Hintergrundes der Membran und PBS-Puffers. DietRé&sitrolle dient zur Normalisierung der Probenteannd dadurch
dem Vergleich mit anderen Datensétzen.
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Fur den Datensatz der unbehandelten Zellen, deveigleich zur Bestimmung einer Uber-
bzw. Unterexpression diente, wurden zunachst Mitteie (MW) und Standardabweichungen
(Stabw) der Duplikate gebildet. Fir die Proben &aditivkontrollen wurde dann ein Netto-
Mittelwert (Netto-MW) abzuglich der Negativkontrelbestimmt (Abb. 4.12).

Netto-MW:
MW — MW (Negativkontrolle)

Rohdaten (Pixeldichte)

Abb. 4.12: Ermittlung des Netto-Mittelwertes der Positivkaien und Probendaten aus dem Mittelwert der Rolndate

Um den Datensatz der unbehandelten Zellen mit dehaBdlungsmethoden Cisplatin,
Cisplatinliposomen, Lipoplatin™ und Leerliposomenvergleichen, wurden die Probendaten
der drei Datensatze mithilfe deren Positivkontrall# die Positivkontrolle der unbehandelten
Zellen normalisiert. Dieser Wert bildet den koreigen Mittelwert (Korr. MW). Dies wurde
ebenfalls fur die Standardabweichungen der Prokerr.(Stabw) durchgefihrt (Abb. 4.13).

Korr. MW:
Netto-MW:

(Netto—MW der Positivkontrolle (unbehandelt)/NettdAVder Positivkontrolle (Behandlun)f)Netto—MW

Korr. Stabw:
Stabw

(Netto-MW der Positivkontrolle (unbehandelt)/NettdAMder Positivkontrolle (Behandlun);‘)Stabw

Abb. 4.13: Ermittlung des korrigierten Mittelwertes aus desettd-Mittelwert und der korrigierten Standardabvaeicg aus
der Standardabweichung der Rohdaten

Die erhaltenen korrigierten Mittelwerte der Datdame&der mit Cisplatin, Cisplatinliposomen,
Lipoplatin™ und Leerliposomen behandelten resistenfellen konnen auf diese Weise
jeweils mit dem Datensatz unbehandelter Zellen auch untereinander verglichen werden.

Zur Veranschaulichung der Expression der Apoptagepre wurde die Anderung der vier
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Behandlungsmethoden gegentiber den unbehandeltiem Aeich in Prozent bestimmt (Abb.
4.14).

Anderung [%]im Vergleich zu unbehandelten Zellen:

Korr. MW:
(lOO%INetto-MWder Probe (unbehandeltijd¢r. MW der Probe (Behandlung) — Netto-MW der Probe (unbdbh))

Abb. 4.14: Ermittlung der Expressionsanderung der Probengi@geniber unbehandelten resistenten Zellen aus dem
korrigierten Mittelwert

Die Unterschiede zwischen den Grundgesamtheitenunbehandelten Zellen und einer der
vier Behandlungsmethoden wurden mit einer VariaaBae (ANOVA, -einfaktoriell)
abgesichert, der sich ein Turkey’s Test anschlossUnterschiede in den Mittelwerten der

einzelnen Duplikate herauszustellen.

4.11 Analyse der Genexpression nach Tinzaparinbehandlung

4.11.1 Inkubation der Zellen
Die Zellen wurden wie unter Abschnitt 4.4.5 besebein ausgesat und nach 1 h mit 50 pg/mL
Tinzaparin versehen oder keine weitere Behandlurgenommen (Tab. 4.16, unbehandelt

und Tinza).

4.11.2 RNA-Isolierung
Die Isolierung der totalen RNA der Zellen erfolgtit dem RNeasy Plus Mini Kit nach den

Anweisungen des beiliegenden Handbu@hs.

Die inkubierten Zellen wurden geerntet und gezabh. ihre Zellzahl zwischen minimal
5x10¢ und maximal 1x10lag, wurden die Extraktionsbedingungen fiir pedle¢i Zellen

dieser Anzahl nach dem Handbuch geschaffen unBuffervolumina entsprechend gewahlt.

Die Extraktion der RNA und die Entfernung andereliutarer Bestandteile erfolgten hierbei
durch Festphasenextraktion aus einer Silikamembramer wurde genomische DNA mit
einer gDNAeliminatorSaule entfernt. Die Fraktion, die bei der Zengdtion die Membran

der Saule passierte, wurde 1:1 mit Ethanol 70 %etet, und in eine RNed5ini-Saule
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Uberfuhrt. Dort wurden ebenfalls durch Zentrifugatiandere zellulare Bestandteile wie
Proteine und Polysaccharide abgeschieden, wahren®RA an dem Silikagel gebunden
wurde. Nach mehrfachen Waschschritten wurde siehéis8end mit RNAse-freiem Wasser

eluiert und bei -80°C gelagert.

4.11.3 Gene arrayAnalyse

Die isolierte RNA wurde an das Institut fir Humangik und Anthropologie der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-UniveaisiDisseldorf Gbergeben. Dort wurden
alle Arbeiten unter der Aufsicht von Herrn PD Dran$-Dieter Royer im Zuge eine
Kooperation durchgefuhrt.

Kurz beschrieben wurden die RNA-Proben zunéchst @8-CTP amplifiziert und so

gelabelte cRNA erhalten. Die hinreichende Einba&ufat8 pmol/lg RNA)wurde an einem
NanodropPhotometer bestimmt. Es wurden jeweils 825 ngrdftebe auf einem einzelnen
Agilent 44k whole genome microarrapybridisiert. Die Extraktion der Rohdaten erfolgte
mithilfe der Agilent Extracting Software und die oRessierung wurde wie beiORER-

POKORA ET AL.?*? beschrieben durchgefiihrt.

4.11.4 Auswertung und Statistik

Die Daten wurden mit der MetaCore™ Software analysDabei wurden fir die Rohdaten
zunachst die Einschlusskriterien wie bekannte Getion, Fluoreszenzintensitat >300 und
Expressionsrate >2,0 festgelegt. Die beiden eieranrays wurdenin silico verglichen. Es
konnten dabei auch funktionelle Einheiten von Guenilian oder sich gegenseitig
beeinflussende Zielproteine aus einem Signalweg r od®ologischen Prozess
zusammengefasst werden. Zur Unterstltzung dienbei debenfalls die Java-Applikation
Advanced Search.

Die Auswertung und Statistik wurden wie die Durdhiing degyene arrag von Herrn PD
Dr. Hans-Dieter Royer durchgefihrt.
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4.12 Uberprifung des Effektes der Cisplatinliposomerin vivo

4.12.1 Herstellung der Liposomen

Die Liposomen wurden entsprechend Kapitel 4.2 tetedje und entsprechend Kapitel 4.3
analysiert.

Um eine fiur eine immundefiziente, athymische Naausmadaquate Dosierung zu erreichen,
musste der Herstellungsmalistab vergréf3ert werdemichst wurden Lipidmengen fiir ein
Gesamtvolumen von 5 mL einer Liposomendispersiogesetzt (60 pmol/L). Diese wurde
komplett aufbereitet, wobei das Maximalvolumen @aromabon@-Saulen von 500 pL den
praktisch limitierenden Schritt darstellte. Alle haltenen Fraktionen wurden vor der
Quantifizierung vereinigt und grtndlich gemischts Aetzter Schritt wurden die Liposomen
an einer Vakuumzentrifuge um den Faktor 5-10 einggaim eine maximale Dosierung von
12 mg/kgKG Cisplatin in der Maus erreichen zu kdndach dieser Prozedur wurde erneut
die GrolRe der Liposomen mittels PCS bestimmt, ue Bildung von Agglomeraten

auszuschlief3en.

4.12.2 Untersuchte Liposomensorten
Es wurden Liposomen mit einem mPEG-PE-Anteil zwescl2 % und 7 % mit und ohne
eingeschlossenem Cisplatin untersucht. Cisplatsien mit 5% mPEG-PE wurden

ebenfalls mit Holotransferritargetert untersucht (Tab. 2.11).

4.12.3 Durchfiihrung der in vivo-Experimente
Die fertiggestellten Liposomen wurden noch am seld@g per Ubernachtpost an das
Uniklinikum Halle (Saale) geschickt, wo alle Arbatim Zuge einer Kooperation persénlich

durch sowie unter Aufsicht von Herrn Dr. Thomas Miitdurchgefiihrt wurden.

Dabei wurden fur die Liposomendosierungen zwiscBaemd 12 mg/kgKG Cisplatin in die
Schwanzvene einer Nacktmaus injiziert. Es erhigkereils eine Maus oder zwei Mause pro
Versuch dieselbe liposomale Cisplatinformulieruriyyie viele Einzelinjektionen ohne
schwere Nebenwirkungen dabei mdglich waren und walen Versuch aufgrund
fortschreitender Tumorgrof3e beendet werden mugsterlag dabei der Expertise von Herrn

Dr. Thomas Muller.
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4.12.4 In vivo-imaging-Verfahren und ex vivaVisualisierung in Geweben

Die groften Probleme daés vivoimaging stellen die hohe Eigenfluoreszenz des Gewebes
sowie dessen geringe Lichtdurchlassigkeit dar. Dalwerde der Farbstoff DIR zur
Markierung der Liposomen verwendet, dessen Anregungd Emissionswellenlange im
nahen IR-Bereich liegt (Anregung: 748 nm; Emissié80 nm). Die Ein-/Ausdringtiefe des
Lichts erweist sich in diesem Bereich als passemaenpromiss zwischen der Absorption

von korpereigenen Substanzen wie z.B. Hamoglobén btélanin, aber auch Was<ét.

Die in vivo-Aufnahmen wurden am Maestroiff vivo Fluorescence Imaging§ystem (CRi,
Woburn) an narkotisierten Mausen durchgefiihrt. Adakex viveimagingwurde an diesem

Gerat nach der Praparation verschiedener Geweb®rgahe vorgenommen.

Eine detaillierte Beschreibung der Methodik finéd&th in der Dissertation von Frau Dr.
Henrike Caysa der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Karsten Mader am Pharmazeutischen
Institut der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittberg®®*

Alle Arbeiten aul3er der Markierung der Liposomenrdem auch hier durch oder unter

Aufsicht von Herrn Dr. Thomas Miuller am Uniklinikubtalle (Saale) durchgefthrt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Vorangegangene Untersuchungen vane$ER ET ALY konnten zeigen, dass konventionelle
langzirkulierende targeierte und utargeierte Liposomen imstande sind, die
Cisplatinresistenz in Ovarialkarzinomzellen (A278)czu umgehen. Darauf aufbauend
wurde in dieser Arbeit mit denselben Liposomen lgeiéet, die bereits von Frau Borrmann

(ehem. Krieger) in ihrer Herstellung und Beschafighoptimiert und analysiert wurden.

5.1 Charakterisierung der Cisplatinresistenz

Um eine weiterfihrende Vergleichbarkeit zu gewdbid®m und einen Einblick in das
verwendete Modellsystem zu geben, wird die Chensisew der A2780- und A2780cis-
Ovarialkarzinomzellen charakterisiert und die hetgkten Liposomen werden kurz
beschrieben.

5.1.1 Verwendete Liposomen und deren Eigenschaften

Die verwendete A2780-Zelllinie internalisiert Ciaphliposomen hauptséchlich Gber
clathrinvermittelte Endozytos&> Die optimale LiposomengréRRe liegt dabei zwisché® 1
und 300 nm, wobei kleinere Partikel tendenzielkeeschnellere Aufnahme zeigen als grof3e.
So koénnen Liposomen unter 200 nm schon nach eitigf#in Inkubation im Zytosol
beobachtet werden; der Groldteil der Liposomen iathnca. 2h von der Zelle

aufgenommeR®®

Die verwendeten Liposomen bestehen aus einer Llmpndgnmischung aus
Sojaphosphatidylcholin und Cholesterol, welche gemZielsetzung des Experiments durch
verschiedene funktionalisierte Lipide oder lipiditime Substanzen ergénzt wurde. Zur
perspektivischen Verbesserung pharmakokinetischaanketer enthalten die Liposomen
zwischen 2 % und 5 % Methoxypolyethylenglykol, Siehtbarkeit imimagingSystem wird
durch Inkorporation von DiR sichergestellt und eatgive Zielsteuerung ins Tumorgewebe
soll durch cyanurgekoppeltes Holotransferrin eheieverden (Abschnitt 4.1.2.5). Zur
Ermittlung der Toxizitat der Liposomenbestandteite alsin vivo-Vergleich wurden auch
Liposomen hergestellt, die statt Cisplatin ledigli©PBS enthielten. Die verwendeten
Liposomen wurden alle mittels der Hydratationsmdéhbergestellt. Die resultierenden MLV

wurden durch Ultraschall homogenisiert.
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Tab. 5.1: LiposomengréRRe, Polydispersitatsindex, Lipidgebadt Cisplatingehalt der Cisplatinliposoméy) (ind
LeerliposomenB). Es handelt sich um Mittelwerte aller hergestaliLiposomen der jeweiligen Sorte (n = 3—18) Die
gekennzeichneten Leerliposomen wurden nicht chrognaphisch aufgearbeitet, daher gibt es keinerdigriust, da
eingesetzte Lipidmenge = Lipidmenge der fertiggposbmen; eine nachtrégliche Lipidbestimmung ishtniotwendig,
daher keine Standardabweichung verfiighar7 % mPEGDIR-Cisplatinliposomen und 2 % mPEGDiR+lipesomen
wurden nur n = 1 fir eindn vitro-Vergleich hergestellt; bei den Standardabweichorgndelt es sich um die
Standardabweichung der Bestimmungsmethode und umclgtine kumulierte Standardabweichung aus mehreren
Herstellungschargen.

A Cisplatinhaltige Liposomen

Liposomensorte G[L?nr]se Stabw Poly Stabw [;L?;SL] Stabw [525/:?] Stabw
5 % mPEG 104,7 9,9 0,284 0,078 19,1 3,3 532,70 245,76
5 % mPEGDIR 123,1 14,1 0,378 0,047 17,6 4.8 861,50 295,44
7 % mPEGDIR 1434  51% 0,390 0,025% 19,2 2,2¥ 966,48 204,727
5 % mMPEGCyTf 107,8 5,4 0,267 0,054 19,2 4,5 671,22 235,53
5 % mPEGDIRCyTf| 104,9 16,3 0,485 0,045 18,0 8,5 1219,78 600,44
B Leerliposomen

Liposomensorte Grolle  Stabw Poly Stabw Lipid Stabw cDDP Stabw

[nm] [mmol/L] [umol/L]

5 % mPEG 123,3 33,4 0,293 0,098 17,5 2,7 n.v. n.v.
2 % mPEGDIR 1050 11,7 0,303 0,074%® 60,0  nv.* n.v. n.v.
5 % mPEGDIR 107,0 5,2 0,282 0,076 60,0 n.v.*t n.v. n.v.
5% mPEGDIRCyTf| 1221 1,8 0,334 0,029 11,6 2,1 n.v. n.v.

5.1.1.1 PartikelgroRe

Die Liposomen weisen eine PartikelgroR3e zwischef516m und 143,4 nm auf (Tab. 5.1).
Dieser Grol3enbereich qualifiziert jede hergestdlipmsomensorte fir eine Tumoraufnahme,
sowohl indirekt durch den EPR-Effekt als auch ia dinzelne Zelle mittels Endozytose, was

eine malgebliche Voraussetzung flur darauf folgeémadro- undin vivo-Versuche ist.

Es gibt eine leichte Tendenz zu einer groRerenikelgtoRe in Abhangigkeit zu einem
héheren mMPEG-Gehalt. Die grof3ten Liposomen sind iemPEGDIR-Cisplatinliposomen,
die kleinsten die 2 % mPEGDIR-Leerliposomen. Di&s¢sache ist teilweise der starkeren
Hydratisierung der Liposomenoberflache zuzuschreilveelche ebenfalls flr destealth
Effekt der Transportsysteme im Organismus veraritiobr ist. Betrachtet man die am
intensivsten untersuchte Gruppe der 5 % mPEG-kaltigposomen, kann kein Einfluss eines

Cisplatineinschlusses auf die Grol3encharaktetstdbachtet werden.

Die Cisplatinliposomen haben eine GroRe zwischert,510m und 123,1 nm, die
Leerliposomen zwischen 107,0 nm und 123,3 nm. Désst vermuten, dass es fur die
Pharmakokinetikn vivo zunachst nicht bestimmend ist, ob das Transpostipo mit dem

eigentlichen Arzneistoff, der den zytostatischefe&fauslosen soll, beladen ist oder nicht.
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Die GrolRenverteilung reprasentiert durch den Pepalisitatsindex (Dimension zwischen 0
und 1) ist fir alle Liposomensorten sehr hetero@§@nist anzunehmen, dass es sich nicht um
gleichgroR3e unilamellare Vesikel, sondern eher umtenschiedlich grolie, teilweise auch
multilamellare  oder multivesikulare  Vesikel handeltFir das angewendete
Homogenisierungsverfahren mittels Ultraschallbehamgl der Lipiddispersion handelt es
sich um ein typisches GroRRenverteilungsmuster. Bibleere Homogenitat ware mit einer
Extrudierung durch eine Filtermembran mdglich,jéstoch basierend auf vorangegangenen

Erkenntnissen der Arbeitsgruppe zur Steigerungroeitro-Effektivitat nicht erforderlich.

5.1.1.2 Lipidgehalt

Die resuspendierten Lipidfilme wurden jeweils imex Konzentration von 60 mmol/L

Gesamtlipid hergestellt und homogenisiert. Alle ddpmenchargen wurden vor der
Verwendung mittels GroRenausschlusschromatograptgereinigt. Die dadurch erhaltenen,
fertigen Liposomendispersionen wurden durch Phdspladytik auf ihren Lipidgehalt

untersucht (Abschnitt 4.3.3). Dies wurde fur dieu@Hipidmischung 5 % mPEG sechsmal
durchgefuhrt und fur alle weiteren Chargen mit déamaus erhaltenen mittleren Lipidverlust

theoretisch abgeschatzt.

Tab. 5.2: Durchschnittliche Lipidgehalt ermittelt aus denoBphatgehalt der Phospholipide und der daraustiersude
Lipidverlust bezogen auf das Herstellungsvolumenispersion. (n = 6)

Lipidgehalt [mmol/L] Lipidverlust [%]
Liposomensorte MW Stabw
5 % mPEG 47,55 3,02 20,8

Der Lipidverlust der Dispersionen wahrend ihresdtlungsprozesses betragt 20,8 % (Tab.
5.2). Dieser ist einerseits bedingt durch das Ust#idige Resuspendieren des getrockneten
Lipidfilms bei der Hydratationsmethode, aber haagitéich durch den Verbleib von Lipiden

auf der Chromatographiesaule bei der Aufreinigueigldposomen.

Die finale Lipidkonzentration der Liposomendispersn liegt letztlich zwischen 11,6 und
19,2 mmol/L (Tab. 3.1), da das Durchlaufen der &auhit einer erheblichen
VolumenvergroRerung des Eluats verbunden ist, édbgh nichts mit dem Verlust an
Lipidstoffmenge durch Verbleiben im Sorbens zu tDarch nachtragliches Entfernen von
Dispersionsmittel (DPBS) mithilfe von Vakuumzenightion kann in gewissem Rahmen bis
zum Eintreten erhohter Viskositat die Lipidkonzatibn und gleichzeitig auch die

Cisplatinkonzentration erh6ht werden.
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5.1.1.3 Cisplatingehalt

Die Cisplatingehalte der Liposomen liegen im Mitjelnach Lipidformulierung zwischen

321,60 umol/L und 1219,78 umol/L. Die starke Streyutrat auch zwischen den

Einzelwerten, die den Mittelwerten zugrunde liegauf, und ist herstellungsbedingt, obwohl
der Lipidfilm immer in einer 8 mg/mL konzentrierte@isplatinlésung resuspendiert wurde.
Die Losung wurde erhitzt, bis mit dem Auge keinegeldsten Partikel mehr zu erkennen
waren. Vermutlich sorgt aus der gesattigten Losumgerschiedenem Malde ausfallender

Wirkstoff fir die variierenden Endkonzentrationear tliposomendispersionen.

Da eine vollkommene Zytotoxizitat der Liposomengel in jedem Zellversuch erreicht
werden konnte, wirkt sich die hohe Variabilitdt deisplatingehalte nicht negativ auf die

Bestimmung der E& aus.

5.1.1.4 Kopplungseffizienz
Die Kopplungseffizienz wird mit der Kopplungskonsia als pg Protein/umol Lipid (bzw.
nmol/umol) angegeben. Vorangegangene Untersuchufipeten flr diese Liposomensorte

zu einer Kopplungskonstante von ca. 80 pg/pihol.

Tab. 5.3: Kopplungskonstanten der holotransferringekoppélipnsomen als Maf fir die Kopplungseffizienz, *r
eingeschlossenes CisplatinMit eingeschlossenem Cisplatin

Kopplungskonstante [ug/umol]  Kopplungskonstante [nmol/umol]

Liposomensorte MW Stabw MW Stabw

5 % mPEG 0,344 0,023 0,004 0,0003

5 % mPEGDIRCyTf* 21,269 2,759 0,276 0,0358
5 % mPEGDIRCyTf 23,928 2,034 0,311 0,0264

Die Kopplungseffizienz ist fur die verwendeten gafelten Liposomen deutlich niedriger als
in vorangegangenen Arbeiten. Mit 21,269 pg/umol ftwolotransferringekoppelte
Leerliposomen und 23,928 pg/umol fur holotranshggekoppelte Cisplatinliposomen liegt
die Kopplungskonstante bei lediglich einem Viertéer Erfahrungswerte fur diese

Liposomensorte (Tab. 5.3).

Der einzige Unterschied in der Lipidzusammensetzuang friheren Arbeiten ist der
amphiphile, in die Membran eingelagerte Farbst&fihe direkte Kopplung des DIR an
Cyanurchlorid und damit der Entzug von potentiel&indungsstellen des Holotransferrins
auf der Liposomenoberflache ist unwahrscheinlice der Chloridsubstituent des

Cyanurchlorid gegen Nukleophile ausgetauscht wekdam, nicht aber gegen Elektrophile
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wie den mesomeriestabilisierten permanent positadenen Stickstoff des DIR, dem

zusatzlich eine Abgangsgruppe fehlt. Aul3erdem irs¢ ®elokalisation des Farbstoffes aus
der Membran hin zum endstandigen Cyanurchlorid emndPEG-Kette des derivatisierten
Lipids nicht vorstellbar. Eine Veranderung der Meartbeschaffenheit ware denkbar, wobei
jedoch fraglich ist, ob sich dies so stark aufiopplung des Holotransferrin auswirkt wie im

vorliegenden Fall. Wahrscheinlich fihren eher leditstigsbedingte Schwankungen zu der
niedrigeren Kopplungsrate. Da kein scharfer Gremizfiie die Kopplungsrate bekannt ist, der
Uber den Erfolg einem vivo-targetings entscheidet, ist eine perspektivische Applikation

Mause unter Berucksichtigung der hier vorliegendepplungseigenschaften maglich.

5.1.1.5 Cisplatineinschlussrate

Bei der Herstellung der liposomalen Formulierungy v@isplatin wurde der getrocknete
Lipidfilm in erhitzter (ca. 80°C), Ubersattigtergpiatinldsung dispergiert, um einen moglichst
hohen Einschluss des Arzneistoffes zu bewirken.f@€igge Zubereitung wurde anschlielRend
auf ihren Platingehalt analysiert, was einen Vechlezwischen eingesetztem und in die
Liposomen eingeschlossenem Cisplatin erlaubte. Aige wurde die Cisplatinkonzentration
jedes Ansatzes auf die jeweilige Lipidkonzentratder Liposomendispersion bezogen und

eine Aussage Uber die Stoffmenge Cisplatin prodoj@nge getatigt.

Es ist bekannt, dass Lipide in sehr hohen Konzgotren toxische Effekte auf eine
Zellpopulation haben kénnéfDaher ist es bei Einschluss eines Wirkstoffesigagt Art in
Liposomen erstrebenswert, eine moglichst hohe Elassrate zu erreichen. So kann eine

unerwinschte Toxizitat der Lipide vermieden werden.

Durch eine Steigerung der eingesetzten Lipidmengenkdie Einschlussrate positiv
beeinflusst werden. Bei einer LipidkonzentrationnvelO mmol/L kann fir andere
Lipidzusammensetzungen eine Einschlussrate vonl8&s erreicht werdef’ Um die

Effizienz weiter zu steigern, wurden die Liposomereiner Konzentration von 60 mmol/L

hergestellt.
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Tab. 5.4: Einschlussrate der vier hauptséchlich untersucBteplatinliposomen berechnet aus der eingesetzten
Cisplatinmenge im Verhaltnis zur liposomal eingessbénen Cisplatinmenge in Prozent und im Verh&unigingesetzten
Lipidmenge als pmol Cisplatin/mmol Lipid

Einschlussrate [%] Einschlussrate [umol/mmol]
Liposomensorte MW Stabw MW Stabw
5 % mPEG 2,00 1,20 27,89 16,84
5 % mPEGDIR 3,23 1,76 48,95 26,76
5 % mPEGCyTf 2,51 1,11 34,96 15,39
5 % MPEGDIRCyTH 4,57 1,84 67,77 27,31

Die zur Herstellung der Liposomen angewandte Hwdi@ismethode fiihrt zu einem
Einschluss von Cisplatin, der 2,00 % bis 4,57 % elagesetzten Arzneistoffes bzw. einem
Cisplatin : Lipid-Verhéltnis zwischen 27,89 pmol/mimund 67,77 pmol/mmol entspricht
(Tab. 5.4). Der sehr hohe Verlust von Uber 95 %distch die Methode bedingt, da der
Einschluss allein durch die Ausbildung von MLV iasgittigter Cisplatinlosung geschieht. Es
wurden keine osmotischen Verfahren angewendet, enEnhschlusseffizienz zu erhéhen.
Dies kann fur die Inkubationsexperimente in Kauh@eamen werden, da die erhaltenen
Liposomen in der hochsten Konzentration nach 24la Zellen eliminieren und die
Lipidmenge der Liposomen ohne Cisplatin im Beraleh EGo von Cisplatinliposomen nicht
toxisch ist (Abschnitt 5.1.2.3). Fim vivo-Experimente ist eine nachtragliche Konzentrierung

mittels Vakuumzentrifugation maoglich.
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5.1.2 Zytotoxizitat der Liposomen

5.1.2.1 Cisplatintoxizitat in A2780- und resistenten A2780is-Zellen
Um die Cisplatinresistenz der Zellen zu Uberprifearden zunéchst Inkubationsversuche
Uber 72 h mit freiem Wirkstoff durchgefuhrt.

100 & ) 001 @ L]

504

Viabilitat [%)]
Viabilitat [9%]

® A2780, ECq = 2,79 pmoliL
od = A2780cis, ECyp = 11,13 pmollL

o A2780, ECgy = 4,77 umol/L
od m A2780cis, ECgp = 12,10 pmol/L

‘w8 7 5 5 M 3 co 8 7 5 5 - 3
log (c) [Cisplatin] mol/L log (c) [Cisplatin] mol/L

Abb. 5.1: Zytotoxizitat des freien Cisplatins in A2780- un@780cis-Zellen nach 72 h Inkubationszeit mit 20.2@0en
(links) und 40.000 Zellen (rechts);die Graphen erigpweils exemplarisch einen Versuch in Triplikate

Tab. 5.5: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Ciaplia allen Versuchen (n = 3) mit den daraus tEs@nden
Resistenzfaktoren (EgA2780cis / EGy A2780)

A2780 A2780cis
ions- EC EC
Inkubapons Zellen/Well pPECso EC50 PECso EC50 R,
zett Mw S [umolll]  mw S [umolL]
22 h 20.000 5,60 0,06 2,51 498 0,04 10,47 4.2
40.000 5,44 0,06 3,63 495 0,08 11,22 3,1

Die Toxizitat von freiem Wirkstoff liegt nach 72ldei den A2780-Zellen je nach Zellzahl bei
2,51 und 3,63 umol/L und bei den cisplatinresigenA2780cis-Zellen bei 10,47 und
11,22 umol/L (Tab. 5.5). 20.000 der resistentenr@ikarzinomzellen tolerieren 4,2 mal so

hohe Cisplatinkonzentrationen wie 20.000 der niektstenten Zellen. Bei 40.000 Zellen ist
der Resistenzfaktor 3,1.

Sowohl bei resistenten als auch bei A2780-Zellerdis benétigte Konzentration, um die
Halfte der Zellen abzutdten, bei einer groRereddidite hoher. Dies kann einerseits ein
reiner Mengeneffekt sein, da bei gleichen Cispkatiizentrationen im Medium der einzelnen
Zelle bei hoherer Zellzahl eine geringere Platinggeaur Aufnahme zur Verfliigung steht,

andererseits ist die Interaktionsfahigkeit bei kieen Kontakt der Zellen untereinander fir
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hohere Zellzahlen eher gegeben. Mdgliche Uberledigmale konnten unter den Zellen bei
hoherer Zelldichte eher weitergegeben werden.

5.1.2.2 Toxizitat von freiem Wirkstoff im Vergleich zu lipo somalem Wirkstoff

Es wurden Inkubationsversuche gleichzeitig mit énei und liposomalem Cisplatin

durchgefuhrt, um die Toxizitat beider Formulierungai vergleichen und einen Einfluss der
Liposomen auf die Chemoresistenz zu demonstriddeben einer Inkubationszeit von 72 h
wurden auch Zeiten von 24 h und 48 h gewahlt, daW&kungsverlauf sich durch die

unterschiedliche zellulare Aufnahme beider Formuhgen deutlich unterscheiden kann.
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¢
g
E 50 Abb. 5.2: Zytotoxizitat des freien Cisplatins in A2780- und
ks A2780cis-Zellen nach 24), 48 ) und 72 h C)
Inkubationszeit mit 20.000 Zellen; die Graphen enig
jeweils exemplarisch einen Versuch in Triplikaten.
® A2780, ECgo = 2,50 pmol/L.

o4 m A2780cis, ECgq = 11,63 umol/L
T
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log (c) [Cisplatin] mol/L

Die Toxizitat des freien Cisplatins nimmt mit holeinkubationszeit fur beide Zelllinien zu.
Wahrend der Effekt bei den A2780-Zellen Uber diei dMesszeiten gleichmalig zunimmt,
wird flr die resistenten Zellen der starkste Abtl EGo von 24 h zu 48 h (A2780cis, Abb.
5.2A zu 5.2B) sichtbar. Auch der zuné&chst groReetdchied zwischen den E{der nicht

resistenten und resistenten Zellen nach 24 h (48®&l/L gegenuber 73,76 pmol/L, Abb.

5.2A) deutet auf ein verzégertes Eintreten der I@ispwirkung in resistenten Zellen hin, die
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dann verstarkt zwischen 24 h und 48 h nach derblation einsetzt. Dieses verztgerte
Eintreten kann unter anderem durch eine reduzi®ttatinaufnahme im Sinne der

beschriebenepre-targetResistenz verursacht sein.

Nach 72 h wird die starkere Uberlebensfahigkeitrdsistenten Zellen ersichtlich, da sich die
ECso wieder verhaltnismallig entfernen. Der Resistenafakhach 72 h schliel3t alle
Resistenzmechanismen mit ein, wie auchatigargetund off-targetMechanismen, die sich

nach 72 h im Vergleich zu 48 h in einem erhéhtesi®enzfaktor auf3ern (Tab. 5.6).
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Abb. 5.3: Zytotoxizitat der Cisplatinliposomen (5 % mPEG)
in A2780- und A2780cis-Zellen nach 24)( 48 B) und
72 h C) Inkubationszeit mit 20.000 Zellen; die Graphen
zeigen jeweils exemplarisch einen Versuch in Tkatkn.

® A2780, ECgj = 4,40 pmol/L
od @ A2780cis, ECsq = 4,95 umol/L
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Das liposomale Cisplatin weist insgesamt zu jedeimtpdnkt in den nicht resistenten A2780-
Zellen eine leicht geringere Toxizitat auf als ttere Wirkstoff. Dies kann ein erster Hinweis
auf eine Freisetzungsproblematik der Arzneistafitra sein, da die in die Zelle

aufgenommene und wirksame Cisplatinkonzentratiootdliposomale Darreichung nicht der
absoluten Konzentration an eingesetztem freiem $tbfkentspricht.

Bemerkenswert ist jedoch, dass trotz dieser gemamg@&oxizitat der Cisplatinliposomen die

ECso in den resistenten Zellen zu jedem Zeitpunkt ggninst als in den mit freiem Wirkstoff
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behandelten resistenten Zellen (Abb. 5.3). Diesdufich auch in den zu allen Zeitpunkten
niedrigeren Resistenzfaktoren der liposomal beHgrdZellen (Tab. 5.6).

Tab. 5.6: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Ciapland Cisplatinliposomen (5 % mPEG) in allen Vetsen
(n = 3) mit den daraus resultierenden Resistenafait(EG, A2780cis / EGy A2780)

A2780 A2780cis
ions- ie- EC EC
Inkuba_tlons Formulie Zellen/Well PECso EC50 PECso EC50 f
zeit rung MW SE [umolll] mw sg  [umol/L]
cDDP 20.000 (4,74 0,04 18,20 4,21 0,16 61,66 3,4

40.000 | 4,68 0,08 20,89 4,14 0,05 7244 3,5

24h 5% mPEG 20.000 |4,73 0,11 18,62 451 0,02 30,90 1,7
40.000 | 4,50 0,02 3162 4,22 020 60,26 1,9

cDDP 20.000 | 5,29 0,03 5,13 4,84 0,04 14,45 2,8

40.000 | 5,22 0,03 6,03 4,84 0,03 14,54 2,4

48 h 5% mPEG 20.000 | 5,20 0,05 6,31 5,01 0,30 9,77 15
40.000 |4,88 0,03 13,18 4,81 0,23 15,49 1,2

cDDP 20.000 | 5,60 0,07 2,51 496 0,05 10,96 4,4

22 h 40.000 | 5,42 0,02 3,80 4,89 0,04 12,88 3,4

5% mPEG 20.000 | 5,16 0,06 6,92 511 0,13 7,76 11
40.000 | 5,14 0,07 7,24 5,04 0,03 9,12 1,3

Die zusammengefassten Ergebnisse aller Zytotoigzitésuche zeigen deutlich den starken
Ruckgang der Chemoresistenz zu jedem Zeitpunktem die Zellen mit Cisplatinliposomen
behandelt werden. Dies geht sogar so weit, dask @&ch in liposomal behandelten
resistenten Ovarialkarzinomzellen keine Resistehrnsichtbar ist (R= 1,1 fir 20.000
Zellen und R= 1,3 fir 40.000 Zellen, Tab. 5.6). Der Effektirstden resistenten Zellen sogar
so stark, dass diper segeringere Zytotoxizitat, wie sie in den A2780-2ellan erhdhten

ECso im Vergleich zu freiem Wirkstoff sichtbar ist, \&indig kompensiert wird.

5.1.2.3 Toxizitat der verwendeten Lipide
Um auszuschliel3en, dass es sich bei den beobaclid#fekten der Cisplatinliposomen um
eine Zytotoxizitat der in der Liposomenmembran ahliémen Lipide handelt, wurden Uber

72 h Untersuchungen mit Leerliposomen durchgefihrt.
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Abb. 5.4: Zytotoxizitat der Leerliposomen 5 % mPEG)(
5 % mPEGDIR B) und 5 % mPEGDIRCyTI{) in A2780-
50 und A2780cis-Zellen nach 72 h Inkubationszeit roit0R0
Zellen; die Graphen zeigen jeweils exemplarisch den
Versuch in Triplikaten mit der niedrigsten @er
Leerliposomen.

Viabilitat [%6]

o A2780 sens, ECs, = 2,01 mmol/L
o4 o A2780 cis, ECgq = 1,18 mmol/L
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log (c) [Lipid] mol/L

Tab. 5.7: Jeweils niedrigste Egeines Einzelversuchs mit Leerliposomen aus eimesiMhsreihe mit n = 3; n.v.: aufgrund
fehlender Effekte konnte kein sigmoidaler Verlaimee Toxizitat simuliert werden; a: kein maximalkgffekt im
Konzentrationsbereich erreichbar, daher konnteekeuverlassige Berechnung dersg&rfolgen.

Zellen/Well A2780 A2780cis
Liposomensorte EC50 [mmol/L] EC50 [mmol/L]
20.000 5,95 n.v.
5 % mPEG !
°om 40.000 7.48 a
20.000 413 a
5 % mPEGDIR !
om I 40.000 n.v. n.v.
20.000 2,01 1,18
5 % mMPEGDIRCyTf
40.000 n.v. n.v.

Die Leerliposomen zeigen entweder ausgesprochewasti®e oder gar keine toxischen
Effekte im eingesetzten Konzentrationsbereich. D& &ei Verwendung der
Liposomenstammldsung als erste Verdinnung bei kéippsomensorte zu einem maximal
toxischen Effekt kommt, sind die durch Simulationee Dosis-Wirkungskurve erhaltenen
ECso teilweise nicht valide. Um die nicht gegebene TEdi#t der Leerliposomen zu

quantifizieren, wird die Lipidkonzentration bei d&ichsten E€; cisplatinhaltiger Liposomen
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nach 72 h mit der niedrigsten Einschlussrate dliposomensorten abgeschétzt und mit der

niedrigsten EGp der Leerliposomen verglichen.

Die niedrigste Egp fur Liposomen betragt 9,12 umol/L fur 40.000 deit % mPEG-

Liposomen behandelten resistenten Zellen (Tab.. D% herstellungsbedingt geringste
Einschlussrate weisen ebenfalls 5 % mPEG-Liposomen 27,89 umol/mmol auf. Die

Lipidkonzentration betragt — diese Parameter zudgugelegt — bei 9,12 pmol/L Cisplatin
folglich ca. 0,33 mmol/L. Die niedrigste erhalteB€s, der Lipide Uber diesen Zeitraum ist
1,18 mmol/L fur 5 % mPEGDIRCyTf-Liposomen (Tab. ).7Diese pessimistische
Abschatzung zeigt, dass im Bereich dersi&der Liposomen die Lipidkonzentration
mindestens dreifach unter der toxischen Lipidkotagion liegt. Bei der Zytotoxizitéat der
Cisplatinliposomen handelt es sich somit um einedCisplatin verursachte Toxizitat und

nicht um einen reinen Lipideffekt.

5.1.3 Zellulare Aufnahme von Cisplatin

Wie durch die Zytotoxizitatsuntersuchungen der kgmoen verdeutlicht (Abschnitt 5.1.2.2),
sind die Liposomen etwas weniger toxisch als fréirkstoff. Demzufolge wurde auch die
intrazellulare Platinkonzentration untersucht, unte dEffizienz der Liposomen als

Wirkstofftrager zu untersuchen.

200+

A2780, cDDP
A2780cis, cDDP }
A2780, liposomales cDDP

A2780cis, liposomales cDDP

o m e

1504

1004

Pt [ng]/Protein [ug]

50+

Zeit [h]

Abb. 5.5: Die intrazellulare Akkumulation von 20 umol/L Ciagih nach Behandlung mit freiem Wirkstoff (gestgete
Linie) und Cisplatinliposomen (5 % mPEG, durchgeregkinie) iber 24 h in A2780- und cisplatinresis¢enA2780cis-
Zellen
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Die Resistenz der Zellen spiegelt sich nicht nuden Zytotoxizitat, sondern auch deutlich in

der verringerten Platinakkumulation des freien \Mtiokfs in den resistenten Zellen im

Vergleich zu den nicht resistenten Zellen widerreds 2 h nach einer Cisplatinbehandlung
bleiben die intrazellularen Platinkonzentrationenden resistenten Zellen dber 12 h unter
denen der anderen Zeitpunkte (Abb. 5.5).

Die Liposomen bewirken innerhalb der ersten 12re agleiche Akkumulation in beiden
Zelllinien, die auf einem tendenziell leicht héhemdiveau liegt als die Akkumulation des
freien Wirkstoffs in nicht resistenten Zellen. Dieitiale Cisplatinaufnahme zeigt bei
Liposomen somit ahnliche Charakteristika wie derkatoff in nicht resistenten Zellen, was
die Effizienz der Liposomen als Arzneistofftragedudie erste Uberwindung eingre-target

Resistenz wie z.B. der Influxtransporter heraukstel

Nach 24 h, dem ersten Zeitpunkt der Zytotoxizitatstsuchungen (Abschnitt 5.1.2.2), steigt
die Cisplatinkonzentration in mit freiem Wirkstoffehandelten A2780-Zellen weiter an,
wéahrend die intrazellularen Konzentrationen fur o Liposomen behandelten Zellen auf
dem Niveau verbleiben, auf das letztlich auch denzéntration der mit freiem Wirkstoff

behandelten resistenten Zellen ansteigt.

**
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Abb. 5.6: Die intrazelluldre Akkumulation von 20 pmol/L Ciafih in mit freiem Wirkstoff oder Cisplatinliposomen
behandelten A2780- und resistenten A2780cis-Owanizihomzellen 24 h nach der Inkubation; Signifikamalysiert
mittels ungepaartem, zweiseitigem t-Test; **: p,@0d, ***: p < 0,0001
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Die fast 50 % niedrigeren intrazellularen Konzetnbraen des liposomalen Cisplatins in
beiden Zelllinien im Vergleich zu freiem Wirkstafi A2780-Zellen (Abb. 5.6) erklart zwar

zunachst die etwas geringere Toxizitat der Ciggippsomen in den nicht resistenten Zellen
im Vergleich zu freiem Arzneistoff. Dies wirft jedb gleichzeitig die Frage auf, wie es nach
24 h trotz annéhernd gleicher intrazellularer Rlanzentrationen in resistenten Zellen, die
mit Cisplatin oder Cisplatinliposomen behandelt dam, zu einer deutlichen hdheren
Toxizitat in den liposomal behandelten Zellen komrkann, die der des freien Wirkstoffes in

nicht resistenten Zellen entspricht (Tab. 5.6).

Zusammengenommen unterstitzt die Untersuchunghttazellularen Platinkonzentration die
Erkenntnis, dass Resistenzmechanismen der A272edlsiie zur Wirkung kommen, bevor
Cisplatin die DNA erreicht. Die Cisplatinaufnahmank durch ein Umgehen dieser
Mechanismen durch eine endozytotisch induzierte nAlmne mittels Liposomen in
resistenten Zellen zunéchst wieder auf das Niveawnight resistenten Zellen erhéht werden.
Nach 24 h zeigt sich jedoch, dass der MechanisneusCisplatinliposomen noch weitere
Komponenten beinhaltet als die reine Wirkstofftrkgenponente, da die Zytotoxizitat der
Cisplatinliposomen trotz der hier gezeigten stagmiden Platinakkumulation weiter zunimmt
(Abb. 5.6 gegenuber Tab. 5.6)

5.1.4 Untersuchung des Kupfer-/Cisplatininfluxtransporters CTR1

Die Untersuchung der intrazellularen Cisplatinkarizaion durch vorangegangene Arbeiten
wie auch in dieser Arbeit (Abschnitt 5.1.3) gab k@ten Anlass, die Expression des im
Zusammenhang mit einer Cisplatinresistenz am bebgsthriebenen Influxtransporters

CTR1 zu untersuchen.

5.1.4.1 Proteinexpression des Transporters

Da bekannt ist, dass Lipide und somit auch dersbpwale Einschluss eines Wirkstoffes
Einfluss auf die Zytotoxizitat haben kodnnen, sindcla andere Faktoren wie z.B.
Auswirkungen auf Transportersysteme denkbar. Daterde die Expression des CTR1
immunohistochemisch analysiert und ein Einfluss @e&platinliposomen selbst auf den

Transporter abgeklart.
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Abb. 5.7: A: CTR1-Expression nach Behandlung mit 2 umol/L Cisplatler liposomalem Cisplatin fiir 72 h in A2780- und
resistenten A2780cis-Ovarialkarzinomzellen;exenigptéie Darstellung eines einzelnen VersughRelative
Quantifizierung der CTR1-Expression zweier gleichepdtimente ermittelt durch Auswertung der Pixeltéch
(unbehandelte A2780-Zellen = 100 %);die Zellen veurdlir 72 h mit 2 pumol/L Cisplatin als freiem WirkEtoder
liposomal beimpft.

Die Grundexpression des Cisplatininfluxtransportiegt bei allen drei Behandlungsschemata
in cisplatinresistenten Zellen unter der der nicksistenten Zellen (Abb. 5.7B). Die
resistenten Zellen exprimieren bei allen Versuctsigeingen im Vergleich zu A2780-Zellen
ca. 25 % weniger CTR1. Somit ist eine Unterexpoessi diesem Zellsystem Bestandteil der

vorhandenen Resistenzmechanismen.

Beide mit Cisplatin behandelten Ansatze (Abb. 5. 7Ad 5.7B; cDDP gegenuber
liposomalem cDDP) unterscheiden sich in den raesisteZellen nicht signifikant, was darauf
hindeutet, dass Liposomen keinen zusatzlichen EHek die Transporterexpression haben.
Vergleicht man eine Cisplatinbehandlung, liposonwaler mit freiem Wirkstoff, mit
unbehandelten Zellen, fallt auf, dass die Expressio Vergleich zu unbehandelten Zellen
leicht zurlickgeht. Es handelt sich jedoch nicht signifikante Unterschiede, so dass eine

reflektorische Internalisierung des Transportemrswaumutet werden kann.

Eine Beeinflussung von CTR1 durch die Cisplatirdipmen, welche sich erhohend oder
erniedrigend auf den Influx von extrazellular ausn dLiposomen freigesetztes Cisplatin
auswirken kann, ist daher in unserem Modell kein ciM@ismus, der zur

Resistenziberwindung beitragt.
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Da mit der durchgefiihrten Zelllyse die Proteinespien in der gesamten Zelle und nicht
ausschlieBlich  in  der Zellmembran untersucht wurdest die erwahnte
Internalisierungsfahigkeit zu berticksichtigen. Rasachliche Effekt von Cisplatin allein auf
den membraninkorporierten CTR1 konnte starker sdbwacher sein als hier gezeigt. Auch
vorangegangene Zytotoxizitatsuntersuchungen mitpl&tis geben keinen alleinigen
Aufschluss Uber die CTR1-Funktionalitat, da Cigplauch durch passive Diffusion und auf
anderen Wegen in die Zelle gelangen kann.

5.1.4.2 Zytotoxizitat von Kupfer

Im Gegensatz zu Cisplatin hat Kupfer eine hohe d&eif an CTR1. Es wird auf
physiologischem Wege fast ausschliel3lich Uber dieskiquitar vorhandenen ATP-
Transporter aufgenommen. Daher wurden Inkubatigresgxente mit A2780- und A2780cis-

Zellen durchgefuhrt, um einen Einblick in die Fuokglitat des Transporters zu erhalten.

100 =—
e A2780, ECs = 17,7 pmoliL

=  A2780cis, ECg = 565,9 pmol/L

Abb. 5.8: Zytotoxizitat von Kupfersulfat-pentahydrat in
A2780- und A2780cis-Zellen nach 72 h Inkubationszei

501

Viabilitat [%]

mit 20.000 Zellen; der Graph zeigt jeweils exemiptdr
einen Versuch in Triplikaten.

. 5 4 3 2 1
log (c) [CuSO 4] mol/L

Tab. 5.8: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von Kupferstpantahydrat in allen Versuchen (n = 3) mit deradar
resultierenden Resistenzfaktoren (EC50 A2780cissh B2780)

A2780 A2780cis

Inkubations- PECso EC50 PECso EC50
zeit zellen/\Vel Mmw SE [umoll]  mMw sg  [umolil] R
72 h 20.000 4,74 0,01 18,05 3,25 0,01 563,80 31,2

Die EGso von Kupfer (CuSGx 5 HO) liegt bei cisplatinresistenten Zellen weit Ulder der
A2780-Zellen (Tab. 5.8; 563,80 umol/L gegentber0dg§ mol/L). Der Resistenzfaktor ist
mit 31,2 zehnmal hdher als der fur Cisplatin. Desistenten A2780cis-Zellen exprimieren

nicht nur weniger CTR1, dieses ist auch wenigeivakia sich in der Kupfertoxizitat ein
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weitaus starkere Unterschied zwischen den beiddhn#n zeigt als in der Expression des
Transporters.

Dies verdeutlicht zusatzlich, dass die western blotgezeigte Expression zwar mit der
Funktionalitat korreliert, die eigentliche Aktivitiion CTR1 jedoch nicht allein durch dessen
Proteinexpression gezeigt werden kann. Die untaxgbthen Resistenzfaktoren von
Cisplatin mit 4,4 far 20.000 Zellen und Kupferstlfenit 31,2 bestatigen zudem, dass

Cisplatin in den resistenten Zellen nicht ausséhilia Gber den CTR1 aufgenommen wird.

5.1.5 DNA-Platinierung
Wie durch die Versuche zur Platinakkumulation festgllt wurde (Abschnitt 5.1.3), gibt es

eine hohe Diskrepanz zwischen der hohen zytotogisekktivitat des liposomalen Cisplatins
in resistenten Zellen (Abschnitt 5.1.2.2) und dergleichsweise geringen intrazellularen
Platinkonzentration. Da die gesamte zellulare Akulation betrachtet wurde, fir die
Cisplatinwirkung allerdings hauptsachlich die sebperinge DNA-gebundene Menge
verantwortlich gemacht wird, spiegeln die ermitgltintrazellularen Konzentrationen nicht

zwangslaufig den fur die Toxizitat verantwortlich&nteil wider.

Daher wurde von Frau Michaela Borrmann (ehem. Kpdie DNA Platinierung untersucht,
die aus der Behandlung der Zellen mit freiem WoHKsbder Cisplatinliposomen resultiert.
Die zusammengefassten Ergebnisse werden hier zgénEung der erhobenen Daten

unverandert gezeigt, waren jedoch nicht Bestandésilexperimentellen Teils dieser Arbeit.



118
Ergebnisse und Diskussion

120+

100+ —l_

©
<

E A2780 Abb. 5.9: DNA-Platinierung von
Bl A2780cis cisplatinresistenten A2780- und A2780cis-
Zellen nach der Behandlung mit 20 pmol/L
freiem oder liposomalem Cisplatin Giber 24 h;
die Laborexperimente, sowie statistische
Auswertung der DNA-Platinierung wurden
vollstéandig von Frau Michaela Borrmann in
drei unabhangigen Versuchen durchgefiihrt.

Pt [pg}/DNA [ug]
g

IN
i

_|

cDDP liposomales cDDP

Die DNA-Platinierung (Abb. 5.9) verhalt sich verglebar zu den Untersuchungen der
intrazellularen Platinakkumulation (Abschnitt 5)1.2uch liegen die Werte fir liposomal
behandelte Zellen und mit freiem Wirkstoff behateleésistente Zellen auf einem &hnlichen
Niveau, wahrend die Behandlung mit nicht eingesssdaem Cisplatin in den nicht

resistenten Zellen zu einer ca. dreifach hoheratiriérungsrate fihrt.

Dabei ist es auch hier erstaunlich, dass sich dervindung der Chemoresistenz sowie die
gesteigerte Effektivitat der Cisplatinliposomen rgsistenten Zellen im Vergleich zu mit
freiem Cisplatin behandelten Zellen nicht in Formmee gesteigerten DNA-gebundenen

Platinmenge zeigt.

Die oben beschriebene Charakterisierung der Lipesoumd des Zellsystems fuhrt zun&chst
zu dem Ergebnis, dass die verwendeten LiposomerGniBen deutlich kleiner als 150 nm
fur die Induzierung einer endozytotischen Aufnahduech die Zellen abseits bestehender
Resistenzmechanismen wie z.B. einer Veranderungnflaktransporter geeignet sind. Auch
eine Kopplung an Proteine fur ein potentielles Tuwtaogeting ist moglich, wie die
erfolgreiche Oberflachenmodifizierung der Liposommart Holotransferrin zeigt. Den am
starksten variierenden Parameter bei der Herstekiellt der Einschluss des Cisplatins dar.
Hierbei ergeben sich  fur verschiedene liposomale spl@iinformulierungen
Endkonzentrationen von ca. 300 bis 1200 pmol/L.sDst fur die durchgefihrteim vitro
Versuche dieser Arbeit jedoch vorerst unbedeutemd bei den untersuchten
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Cisplatinkonzentrationen eine Toxizitat der Lipiebgperimentell ausgeschlossen wurde. Fur
perspektivischein vivo Versuche mit einem begrenzten Injektionsvolumenssnuie

Ineffizienz des Wirkstoffeinschlusses jedoch beeiciverden.

Die cisplatinresistenten A2780cis-Zellen liefern Wfargleich zu den A2780-Zellen eine wie
in der Literatur beschriebene Cisplatinresistenzcld die die resistenten Zellen je nach
ausgesater Zellzahl und Inkubationsdauer eine [@2-4,4-fach héhere Konzentration an
freiem Arzneistoff tolerieren. Diese kann durch d&nsatz der Cisplatinliposomen deutlich
zurickgedrangt und nach 72 h sogar nivelliert werdevie ein Rickgang der
Resistenzfaktoren auf 1,1 bzw. 1,3 verdeutlichbtd dieser resistenziiberwindenden hohen
Zytotoxizitat der Cisplatinliposomen fuhrt eine Ballung mit diesen nicht zu héheren
intrazellularen Platinkonzentrationen oder einesstgigerten DNA-Platinierung, wie es
zunachst das Prinzip der Liposomen als reine Wifiksliger voraussetzt. Dies deckt sich mit
der Tatsache, dass Liposomen keinen anderen Etdktlen Influxtransporter CTR1 haben

als freies Cisplatin.

Somit stellt sich die Frage nach dem Hintergrund Benflusses der Liposomen auf die
Chemoresistenz der Ovarialkarzinomzellen, der doien abseits einer Erhéhung

intrazellularer und DNA-gebundener Platinkonzemragn existiert.

Dies gab den Anlass, in Kooperation mit dem Insfifiu Anthropologie und Humangenetik in
Dusseldorf einen@ne arraymit den A2780- und A2780cis-Zellen durchzufuhrdie, zuvor

mit freiem Cisplatin oder Cisplatinliposomen behalbhdvurden. Die Vorbehandlung der
Zellen wurde von Frau Michaela Borrmann und denegarrayvon Herrn Dr. PD Hans-

Dieter Royer in Dusseldorf durchgefuhrt und in Zusgenarbeit mit Herrn Dr. Martin Koch
ausgewertet. Die daraus erhaltenen Daten, die meifsusgangspunkt dieser Arbeit sind,
werden im Folgenden (Kapitel 5.2) in Ausschnitteekapituliert. Eine ausfihrliche

Erlauterung ist in der Veréffentlichung vorokH eT AL?® zu finden.
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5.2 Einfluss der Cisplatinliposomen auf Transkriptionséene

Der beschriebene ege array wurde ausgewertet, indem jeweils zwei Datensataze m
Unterstlitzung mehrerer spezieller Auswertungsprogra verglichen wurden. Daraus
kénnen die Konsequenz einer bestimmten Behandlumgeleitet oder Transkriptome
verschiedener Zelllinien verglichen werden. Die éingisse zeigen somit eine relative Uber-

oder Unterexpression im Verhaltnis zum gewahlterglégch.
Die Ansatze, die ausgewahlt wurden, beinhalteten:
- unbehandelte A2780- und A2780cis-Zellen

- unbehandelte A2780cis-Zellen im Vergleich zu fretem Wirkstoff behandelten A2780cis-

Zellen

- mit Leerliposomen behandelte A2780cis-Zellen iergleich zu mit Cisplatinliposomen
behandelten A2780cis-Zellen.

Diese Behandlungsmethoden geben Aufschluss UbeReégistenzsignatur der resistenten
A2780cis-Zellen, also prinzipielle Unterschiede aeRNA-Expression zwischen den fur
diese Arbeit verwendeten resistenten und nichstesien Ovarialkarzinomzellen. Aul3erdem
wird der Einfluss einer Cisplatinbehandlung durcien Wirkstoff oder Cisplatinliposomen

auf die resistenten Zellen abgeklart.

Mithilfe der verwendeten Software konnen die traimtlonell beeinflussten Gene nach
Lokalisation in der Zelle, Funktion des resultieten Proteins und zellularem Prozess
eingeteilt werden und nach Abgleich mit publiziarteaten und hinterlegten Datenbanken

auch entsprechenden Signalkaskaden zugeordnetwerde

5.2.1 Die Resistenzsignatur der Ovarialkarzinomzellen
Die Chemoresistenz kann in den unbehandelten tis@sistenten A2780cis-Zellen durch
die Transkriptionsanalyse deutlich sichtbar gemaahtien. Ein Grof3teil der hochregulierten

Gene ist direkt oder indirekt mit einer Cisplatsistenz verknupft.

Hauptsachlich sind diese Gene Vorgangen in denoidahellen, darunter auch den
Mitochondrien, zuzuordnen. Funktionell sind die des Genen resultierenden Proteine unter
anderem Transferasen, Hydrolasen, Kinasen und @dd&tasen. Unter den am starksten
regulierten Prozessen sind Zellmetabolismus, Zeilsyund Reaktion auf oxidativen Stress,

die alle gegenregulierend in die Cisplatintoxizéttgreifen kdnnen.
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Die Zuordnung zu zellularen Signalwegen ergab udisr zehn am starksten regulierten
Vorgangen auch eine Beeinflussung der Chromatinfikation, der Zelladh&sion und des

Wnt-Signalwegs, welche im Zusammenhang mit Cigmlasistenz stehen (Abb. 5.10).
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Abb. 5.10: Identifizierung der zehn am starksten regulie@@meGO process networkschemoresistenten A2780cis-
Ovarialkarzinomzellen. Abbildung zur Verfiigung gdtvon Herrn PD Dr. Hans-Dieter Royer des Inssitfiiir
Anthropologie und Humangenetik der Heinrich-Heineiérsitat Dusseldorf

5.2.2 Beeinflussung der Transkription durch freies Cispldin

Die durch freien Wirkstoff beeinflussten zellularénrgange sind zu einem grofR3en Teil den
Zellorganellen wie den Mitochondrien, speziell demeren Mitochondrienmembran
zuzuordnen. Das Muster und die Verteilung der mdbelen Proteinfunktionen sind dabei
sehr ahnlich zu den unbehandelten A2780cis-Zellas, den Zusammenhang zwischen den
in resistenten Zellen im Vergleich zu nicht resiste Zellen veréanderten Vorgangen und der
zellularen Antwort auf eine Cisplatinbehandlung tleln aufzeigt. Neben einer erhdhten
Transkription von Genen, die mit zellularem Strassoziiert sind, ist bei den mit der &C
von freiem Wirkstoff inkubierten Zellen eine Reguiling des Zelltodes auf mRNA-Ebene zu

erkennen.

Die vier Signalwege, die am meisten auf eine tdwas€isplatinkonzentration reagieren,

greifen in das Zytoskelett, die Adh&sion, die Imaimvort und die Mitose ein.
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Abb. 5.11: Identifizierung der zehn am starksten regulie@@meGO process networkschemoresistenten A2780cis-
Ovarialkarzinomzellen nach der Behandlung mit dégH11 pmol/L) an freiem Cisplatin; Abbildung zur Viégung gestellt
von Herrn PD Dr. Hans-Dieter Royer des InstitutsAiithropologie und Humangenetik der Heinrich-Heuhaversitat
Dusseldorf

5.2.3 Beeinflussung der Transkription durch Cisplatinliposomen

Die mit Cisplatinliposomen inkubierten A2780cis-éel weisen 353 signifikant beeinflusste

Gene auf, die bei Zellen, die mit freiem Wirkstb&handelt wurden, nicht reguliert werden.

Die Transkription dieser Gene zeigt vorwiegend Abdadie in allen Zellorganellen sowie im
Bereich der Nukleosomen, Chromosomen und des Chimsndokalisiert sind. Als
molekulare Funktion der transkribierten ProteinehstDNA- und Proteinbindung im
Vordergrund. Die hauptsachlich regulierten Prozessed Nukleosomenneuordnung,
Protein-/DNA-Komplexformierung und Chromatinanordgu Auffallig ist, dass sich sowonhl
Lokalisation, Funktion als auch Art der Prozesseksvon denen der Resistenzsignatur und

der Reaktion auf freien Wirkstoff unterscheiden.

.-log(pValus)

1. Transcription_Chromatin modification

2. Apoptosis_Apoptotic nucleus

[

3. Cell cycle_Mitosis

4 4. Development_Neurogenesis_

Synaptogenesis
5 5. DNA damage_DBS repair
6. Transcription_mRNA processing
7. DNA damage_Checkpoint
8 8. Cell cycle_G2-M
9 9. Cell cycle_G0-G1
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*Networks

Abb. 5.12: Identifizierung der zehn am starksten regulie@@meGO process networkschemoresistenten A2780cis-
Ovarialkarzinomzellen nach der Behandlung mit dégH11 pmol/L) an liposomalem Cisplatin; Abbildung Xerfligung
gestellt von Herrn PD Dr. Hans-Dieter Royer desituns fir Anthropologie und Humangenetik der HahfHeine-
Universitat Disseldorf
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Da neben den Chromatinmodifikationen auch die ayjghen Prozesse im Bereich des
Zellkerns die Signalwege sind, die am meisten iariffranskription beeinflusst sind, wurden
in einem nachsten Schritt alle regulierten Gene,ndit p53 in Zusammenhang stehen, aus

dem Datensatz extrahiert.

5.2.4 p53-abhéngige Unterschiede in der transkriptionelle Antwort
Betrachtet man die p53-abhéngigen Gene, die in rdsistenten Ovarialkarzinomzellen
beeinflusst werden, sind 89 Gene nach einer Bebagdhit freiem Cisplatin reguliert und 60

Gene nach liposomaler Behandlung.

Die Analyse der Signalwege zeigt dabei fur freienrkétoff eine Aktivierung von
Stressgenen und apoptoseregulierenden Genen. Ba&aonirast steht die Aktivierung von
Genen, die auf DNA-Stimuli reagieren, und apoptegelierenden Genen in Zellen, die mit

Cisplatinliposomen inkubiert wurden.

Die zusammengenommenen Erkenntnisse dieser Unibensgen zeigen, dass die Resistenz
der A2780cis-Zelllinie stark mit Prozessen in dentoghondrien assoziiert ist. Freies

Cisplatin hat in diesen Zellen hauptsachlich einguktion der Apoptose als Reaktion auf
oxidativen Stress zur Folge. Cisplatinliposomergbgen bewirken eine Hochregulierung von
Signalen, die auf DNA-Stress antworten. Als Schélgen fir die zur Apoptose flihrenden

Vorgange wurde p53 identifiziert, das in den hierwendeten Zellen nicht mutiert ist und

Voraussetzung fur den Liposomeneffekt sowie dieiditi des freien Arzneistoffes zu sein

scheint.

Die Umgehung der Chemoresistenz durch die Liposossteint also auf der Ebene des
apoptotischen Geschehens zu erfolgen, da sich eiluldze Antwort der beiden
Behandlungsmethoden signifikant unterscheidet unde eErh6hung intrazellularer
Platinkonzentrationen als Ursache flr die hohe Zititi der Liposomen in resistenten Zellen

ausgeschlossen werden kann (Abschnitt 5.1.3 unf)5.1

Diese Erkenntnis bildet nach der Etablierung dessMghssystems aus Liposomen und
Zellmodell (Kapitel 5.1) den weiteren Ausgangspunéiteser Arbeit. Durch die

Transkriptionsanalyse zeigen sich zwar eindeutigegekdchiede in der Aktivierung der
intrazellularen Signalwege, die jedoch mit dieseztivdde nicht weiter spezifiziert werden
konnen. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit weitéeversuche wie Analysen der

Proteinexpression und Inhibitorstudien mit Schlimstéeinen des Apoptosesignalwegs
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durchgefuhrt, um die molekularen Mechanismen der sig&nziberwindung in
Ovarialkarzinomzellen durch Cisplatinliposomen aildaren.

5.3 Durch  Cisplatinliposomen  aktivierte intrazellulare

Signalwege

Die untersuchte resistente Ovarialkarzinomzelllirdeigt nach einer Behandlung mit
liposomalem Cisplatin im Vergleich zu freiem Arzsteiff wieder ein erhdhtes Ansprechen
auf die zytotoxischen Effekte des Cisplatins. Adlden stellen diegene arrayAnalysen
mitochondriale und p53-abhangige Prozesse als Hegbtanismen der Cisplatinresistenz
und der Cisplatineffekte heraus. Da sowohl Mitochheen als auch das
Tumorsuppressorprotein p53 eine Hauptfunktion ber éApoptose haben, wurden im
Folgenden apoptoserelevante Signalwege genaueachtdtt, um einen Einfluss der
Cisplatinliposomen abzukléaren.

5.3.1 Proteinexpression von apoptoseinduzierenden Protesm

Um erste Einblicke in die cisplatininduzierte Apog¢ zu erhalten, wurde ein Proteimay,
der ein breites Spektrum von 33 an der Apoptoseillggen Proteinen detektiert, mit der
resistenten Zelllinie durchgefihrt. Die untersuohB#gnalwege dearrays konnen dabei grob
in Apoptose auf Effektorebene, intrinsische Apoptos extrinsische Apoptose,
Apoptoseinhibition, oxidativen Stress und Zellzydduest eingeteilt werden, wobei einzelne
Proteine wie z.B. p53 auch Ubergreifende Funktiowmahrnehmen. Als Vergleich fur eine
Beurteilung der Starke des Effektes und zum Aussshlvon Begleiteffekten wurden

ebenfalls unbehandelte Zellen und mit Leerliposotremandelte Zellen untersucht.
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Abb. 5.13: Gesamtiibersicht tiber die 33 Proteine des Apoptosgs und deren Lumineszenzsignal als Pixeldichte; es

wurden Proteinlysate von unbehandelten A2780cite@glveil’) sowie mit Leerliposomen (gepunktet)ieine Wirkstoff

(kleinkariert) und Cisplatinliposomen (groRkaridréhandelten A2780cis-Zellen untersucht (Inkubatieits72 h). Pro-

Caspase-3 ergab fiir unbehandelte Zellen das gréftel $nit einer Intensitat von 14.000. Zur bessdbersichtlichkeit
werden hier nur Signale bis 5000 dargestellt.

Die am starksten in den resistenten Zellen exprismeApoptoseproteine, unabhéngig von
der Behandlungsmethode, sind Caspase-3 und Pra&m8p Catalase, Cytochrom C,
FADD, Fas, Hamoxygenase-2, die HSPs und HTRA2 (Abh3). Die Regulatorproteine
p21, p27 und p53 sowie Proteine der Mitochondrienbran wie Bad, Bax, Bcl-2 und Bcl-x

liegen in deutlich geringerer Menge auf deray-Membran gebunden vor.

Dies zeigt unter anderem die starke Multiplizierdeg Apoptosesignals, da Proteine, die eine
eher initiale Stellung in der Apoptosekaskade imbeim (p53, mitochondriale
Membranproteine), im Vergleich in wesentlich gedrey Quantitat vorkommen als Proteine
naher am Ende des Signalwegs (Cytochrom C, HSRpaSe-3). Die relativ hohe Expression
der Todesrezeptorproteine, die wie die Mitochomgiteteine am Anfang eines apoptotischen
Signals stehen, folgt dieser Argumentation nichrizgavas auf eine Regulation hindeutet, die
nicht nur durch Transkription, sondern auch duratan$lokation zur Zellmembran von
konstitutiv exprimierten Proteinen vollzogen wifdlaher ist auch generell bei der Bewertung
der Ergebnisse zu beachten, dass Expressionsumégtsaler Apoptoseproteine zwar einen
deutlichen Anhaltspunkt fir die Pravalenz einesn&igegs geben, jedoch keine absoluten

Aussagen uber die Aktivitat eines einzelnen Prgtentauben.
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5.3.1.1 Induktion und Effektorebene der Apoptose
Durch auf denarray befindliche Antikorper gegen phosphoryliertes pibi8l die aktive Form
und Vorlauferform der Caspase-3 konnen zunachst-Stad Endpunkt der Apoptose fur

beide Behandlungsmethoden, Liposomen gegenubentrdiirkstoff, analysiert werden.
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Abb. 5.14: Proteinexpression von an Serin 15, 46 oder 392giaryliertem p53 gemessen als Lumineszenzsignes ei
sekundar gebundenen Antikdrpers in A2780cis-Zelligmnicht (weill), mit Leerliposomen (gepunktetjt freiem Wirkstoff
(kleinkariert) oder liposomalem Cisplatin (grol3kat) (iber 72 h behandelt wurden.

Liposomales Cisplatin fuhrt zu einer geringeren spirylierung von p53 als der freie
Wirkstoff, die sogar ebenfalls die Phosphorylierumginbehandelten und mit Leerliposomen
behandelten Zellen unterschreitet (Abb. 5.14). dareCisplatin unterscheidet sich nicht
signifikant im p53-Phosphorylierungsgrad von unbmeledten Zellen, auller in der
Phosphorylierung an Serin 392. Dort kann eine gg=tie Proteinmenge festgestellt werden,

die den einzigen Hinweis auf eine Stimulation dppptose lUber p53 darstellt.

Die starke p53-Abhangigkeit der Cisplatintoxizitdtjie die Transkriptionsanalyse sie
herausstellt (Kapitel 5.2), kann auf Proteinebenohiideutlich Gber die Detektion von
phosphoryliertem p53 gezeigt werden, insbesondadeirdh, dass die absoluten Werte der
Pixeldichte fur p53 im Bereich des abgezogenendlartes liegen. Aul3erdem kénnte eine

Inkubationszeit von 72 h zu lang sein, um das évistiekil der Kaskade zu betrachten.
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Abb. 5.15: Proteinexpression von Pro-Caspase-3 und aktiveraSasp gemessen als Lumineszenzsignal eines sekundar
gebundenen Antikdrpers in A2780cis-Zellen, die h{gteil3), mit Leerliposomen (gepunktet), mit frei&irkstoff
(kleinkariert) oder liposomalem Cisplatin (grof3kat) tiber 72 h behandelt wurden.

Vergleicht man die Expression der aktiven Caspag@ih. 5.15, rechts), ist gegenlber
unbehandelten Zellen fur den freien Wirkstoff egutlicher Anstieg der Expression zu sehen.
Dieser ist fur liposomales Cisplatin ebenfalls zarzeichnen, gerade wenn man die

Expression mit der von mit Leerliposomen behandefigllen vergleicht.

Dies zeigt, dass beide Formulierungen in der Lagd, sauf Effektorebene Apoptose zu
induzieren und dass auch andere beobachtete Exm&ssterschiede bei

cisplatinbehandelten Zellen (frei oder liposom@gptoseinduziert und nicht konstitutiv sind.

Sowohl Leerliposomen als auch beide Cisplatinbeluauggn fihren zu einer geringeren
Expression der Pro-Caspase-3 (Abb. 5.15, links). Ben beiden zytotoxischen
Formulierungen kann dies auf eine Umwandlung inakeve Form zurtickgefuhrt werden,
wahrend der reine Lipideffekt der Leerliposomernsiar auf die Pro-Caspase-3 auswirkt, bei
der aktiven Form jedoch keine erhdhte ExpressionvVengleich zu unbehandelten Zellen

sichtbar wird.

Dieser Lipideffekt konnte bei den Cisplatinliposamauch der Grund flr die geringeren
absoluten Werte bei der Induktion der Caspase-3dsgpn im Vergleich zu freiem
Wirkstoff sein (Abb. 5.15, rechts), da die Expressisteigerung eigentlich vom Grundniveau

der Leerliposomen aus erfolgt.
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5.3.1.2 Intrinsische Apoptose

Der intrinsische Apoptoseweg wird hauptsachlichcHuDNA-Schaden tber p53 induziert.
Dabei liegt der Stimulus im intrazellularen Bereioid wirkt sich dort tGber die Proteine der
aulReren Mitochondrienmembran (Bad, Bax, Bcl-2, Bcin Form eines Cytochrom C-

Ausstromes aus, der die Formierung des Apoptosdneeseifihrt, dessen Konsequenz
letzten Endes eine Caspase-9-Aktivierung ist. Diésméet dann das Signal auf die
Effektorebene an die Caspasen-3,-6 und -7 weites¢Anitt 2.2.2.1).
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Abb. 5.16: Proteinexpression von Apoptoseproteinen, die arintignsischen Apoptose beteiligt sind, gemesdsn a
Lumineszenzsignal eines sekundar gebundenen Aptk&iin A2780cis-Zellen, die nicht (weil3), mit Ligeosomen
(gepunktet), mit freiem Wirkstoff (kleinkariert) edliposomalem Cisplatin (groRkariert) Giber 72 haretelt wurden.

Zunachst fallt auf, dass die Expression der hieemgen Apoptoseproteine in Zellen, die mit
Leerliposomen behandelt wurden, niedriger ist alsunbehandelten Zellen (Abb. 5.16,
gepunkteter Balken). Da die Leerliposomen auchassag zur Zytotoxizitat (Abschnitt

5.1.2.3) kein Zellsterben induzierten, ist es nigbtwunderlich, dass sie auch auf dem
intrinsischen Apoptoseweg keine Todessignale Uliggimi Die zusatzliche Senkung in der
Expression wirkt sich gleichmaldig auf pro- und amiptotische Proteine aus. Bezogen auf
Cytochrom C scheint das letztlich an die Effektspasen Ubermittelte Signal durch

Leerliposomen auf dem intrinsischen Weg sogar pofgiotisch zu sein.

Freies Cisplatin (Abb. 5.16, kleinkariert) bewitkgine Veranderung bei Bad und Bcl-2 im
Vergleich zu unbehandelten Zellen, jedoch eine Euhg der Expression von Bax und
Erniedrigung bei Bcl-x. Dies resultiert in einenh&nten Bax:Bcl-2-Verhaltnis, welches als

ausschlaggebend fur die weitere Aktivierung deineischen Apoptose gilt.

Aus der Behandlung mit Cisplatinliposomen (Abb.65.drol3kariert) resultiert eine deutliche

Unterexpression der proapoptotischen Proteine BadBax. Diese ist sogar so stark, dass die
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zusatzlich eintretende verminderte Bcl-2-Expressaui das Bax:Bcl-2-Verhdltnis keine
antiapoptotische Konsequenz (Bax:Bcl-2 ~ 1) hat.

Der Gesamteinfluss der verschiedenen Behandlunpsehet auf die intrinsische Apoptose
wird deutlich, wenn man die Cytochrom C-Expresdimtrachtet, die die zellulare Antwort
auf das Zusammenspiel der gerade beschriebenechmitdrialen Proteine darstellt. Hier
haben beide liposomalen Formulierungen eine stdriterexpression sogar unter das Niveau
der unbehandelten Zellen zur Folge. Der freie Waftshingegen bewirkt eine hdhere

Expression von Cytochrom C.

Da Cytochrom C sich direkt auf Caspase-9 und dienkyung des Apoptosomes auswirkt,
wird die Unterdriickung des intrinsischen SignalscHuCisplatinliposomen offensichtlich.
Dieser Effekt kann auch mit Leerliposomen beobdcherden. Dies zeigt, die Untoxizitat
der leeren Liposomen vorausgesetzt (Abschnitt R),.2lass die liposomale Formulierung
des Wirkstoffes entscheidend fur die Beeinflussdeg Signalweges ist, die beobachtete
Wirksamkeit der cisplatinhaltigen Liposomen jedaciich das Zytostatikum verursacht wird.

Der freie Arzneistoff erhéht im Einklang mit bisiggn Erkenntnissen (Abschnitt 2.2.2.2) die
Cytochrom C-Expression, was die Vermittlung seimgtotoxischen Wirkung Uber den

intrinsischen Apoptoseweg verdeutlicht.

Die aus Griunden der Vollstandigkeit angefihrte Egpilon von Clusterin ist durch
Leerliposomen leicht nach unten und mit den beidsplatinhaltigen Formulierungen in
gleichem Male nach oben beeinflusst, was jedocht mige starke Beeinflussung des
Cytochrom C widerspiegelt. Die genaue Funktion ¢steins bei der Apoptose wird
diskutiert. Vermutlich inhibiert es die intrinsisei\poptose durch eine Interaktion mit BAX.

In den hier verwendeten A2780cis-Zellen scheintjesioch keinen oder einen nur sehr

geringen Einfluss auf die intrinsische Apoptosénaben.

5.3.1.3 Extrinsische Apoptose

Die extrinsische Apoptose wird durch die Gruppe @edesliganden wie z.B. FasL und
TRAIL ausgel6st, die mit ihren entsprechenden Re&xep interagieren. Diese wiederum
leiten Uber ihre Interaktionspartner, Proteine, @B und DED enthalten, das Signal

intrazellular an Caspase-8 weiter. Die Express@mLijanden ist dabei auch p53-abhangig.



130
Ergebnisse und Diskussion

ol el | B |
TRAIL R1 TRAIL R2 FADD Fas

§ 30007 [ unbehandelt

E Leerliposomen _
5 =5 cDDP

&L 20009 &= liposomales cDDP
[S]

5

é o
E 1000+ 2
[¢]

5 ) ) e

< 0

X

o

Abb. 5.17: Proteinexpression von Apoptoseproteinen, die amexteinsischen Apoptose beteiligt sind, gemessen a
Lumineszenzsignal eines sekundar gebundenen Apgk&iin A2780cis-Zellen, die nicht (weil3), mit Ligeosomen
(gepunktet), mit freiem Wirkstoff (kleinkariert) edliposomalem Cisplatin (groBkariert) Giber 72 havetelt wurden.

Betrachtet man die TRAIL-Rezeptoren sind sie nanbreBehandlung mit freiem Wirkstoff
starker exprimiert als nach einer Behandlung mép@itinliposomen (Abb. 5.17, links), im
Fall des TRAIL R2 jedoch fur beide Formulierungeeniger stark als in unbehandelten
Zellen. Bei Fas (Abb. 5.17, mittig rechts), einebemfalls transmembranéren Todesrezeptor,
verhalt es sich genau umgekehrt. Nach einer lipasmBehandlung ist mehr als doppelt so
viel des Proteins vorhanden wie nach der Inkubationhfreiem Cisplatin, aber auch hier

generell weniger als in unbehandelten Zellen.

Dies zeigt den Resistenzmechanismus in Form eimgerbixpression von Fas, wie er flr
verschiedene Zelltypen beschrieben witdieler jedoch durch eine liposomale Formulierung
fast bis auf das Niveau von unbehandelten Zelleder aufgehoben werden kann.

Da FADD (Abb. 5.17, mittig) als Bindungspartner uidrmittler zur Caspase-9 fir TRAIL-

Rezeptoren und Fas agiert, &uRern sich die Uniethin der Expression fur freien
Wirkstoff und Cisplatinliposomen zwar bei den eimea Rezeptoren, resultieren jedoch in
einer in etwa gleichen FADD-Expression.

Die Leerliposomen regulieren FADD jedoch erstaurdigveise ebenso stark nach unten wie
beide Cisplatinbehandlungen, obwohl es auf die Jedeptoren selbst keinen so grof3en
Einfluss hat wie die cisplatinhaltigen Formuliereng Wie eine reine Lipidformulierung
einen so starken Effekt auf ein intrazellularest&mhaben kann, der jedoch auch mit nicht
liposomal eingeschlossenem Wirkstoff auftritt, bteilabei unklar. Eventuell handelt es sich
bei den Mechanismen, die bei freiem Cisplatin undpl@tinliposomen zu einer FADD-

Unterexpression fuhren, um grundverschiedene Vggan
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Der TNF R1 (Abb. 5.17, rechts) scheint aufgrundneeigeringen Expression bei allen
Behandlungsmethoden im quantitativen Vergleich dig Induktion der Apoptose in den

A2780cis-Zellen von untergeordneter Bedeutung zn. steine Expression geht nach einer
Inkubation mit Cisplatinliposomen im Vergleich zwinhehandelten Zellen etwas starker
zurick als nach der Behandlung mit freiem Wirkstbfs Auslésen einer starken Toxizitat in
resistenten Zellen Gber TNF R1 ist fir beide Foretuhgen unwahrscheinlich.

5.3.1.4 Inhibition der spaten Apoptose

Nach der Initiation des Zelltods hat die Zelle 2rder einhergehenden Signalverstarkung die
Moglichkeit, die Apoptosekaskade an verschiedengslle® zu unterbrechen (Abschnitt
2.2.2). Auf dem intrinsischen Signalweg kann dasgpsom durch HSPs inhibiert werden,
wéahrend auf der Effektorebene die Konsequenzenebdithuptsignalwege durch IAPs
unterbrochen werden kénnen. Die IAPs kénnen wiededurch die Mitochondrienproteine
SMAC und HTRAZ2 in ihrer Funktion gebremst werdes. Eandelt sich also um Inhibitoren

der Inhibitoren oder indirekte Agonisten der spapoptose.
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Abb. 5.18: Proteinexpression von physiologischen Apoptoseitdrien und deren Inhibitoren gemessen als
Lumineszenzsignal eines sekundér gebundenen Apgkéiin A2780cis-Zellen, die nicht (weil3), mit Liggwsomen
(gepunktet), mit freiem Wirkstoff (kleinkariert) edliposomalem Cisplatin (grof3kariert) tiber 72 havetelt wurden.

HSP27 und HSP60 sind nach der Inkubation mit freidmneistoff und liposomalem
Cisplatin in etwa gleich reguliert. Bei HSP 27 tieas Niveau unterhalb der unbehandelten
Zellen, bei HSP 60 oberhalb. Fir das getestete MBRlem hoéchsten Molekulargewicht,
HSP70, zeigt sich ein deutlicher Einfluss der lgpoalen Formulierung, indem es um mehr
als ein Drittel weniger exprimiert wird als in degsistenten Zellen, die mit freiem Wirkstoff
behandelt wurden. Dies erlaubt dem Apoptosom wdtsEanfluss auf Caspase-9 zu Uben.
Zudem kann die Caspase in den mit liposomalem &lisgbeimpften Zellen freier agieren, da
dort mehr HTRAZ2 vorhanden ist (Abb. 5.18, mittigchies), welches wiederum die IAPs

hemmt.
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Bei dieser Klasse Apoptoseinhibitoren, die das higtersuchte clAP-1, clAP-2 und XIAP
umfasst, verursachen Cisplatinliposomen (Abb. 5di8[3kariert) eine Unterexpression im
Vergleich zu freiem Wirkstoff. Dies zeigt sich auoéi Livin, lediglich bei Survivin liegt die

Expression der mit freiem Cisplatin behandelteriebehdher als bei mit Cisplatinliposomen

behandelten.

Zusammengenommen ist nach der Behandlung mit @isigpgasomen auf Expressionsebene

eine Enthemmung der Apoptose zu beobachten.

Die Lipide der Liposomenhille bewirken im Vergleidu unbehandelten Zellen keinen

ausschlaggebenden Unterschied in der Proteinexpnedsr oben beschriebenen Proteine.

5.3.1.5 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress, wie er durch eine Verarmung amtiokidantien und die mit einer
Cisplatinbehandlung einhergehende Erh6hung der &dration an ROS entsteht, kann
letztlich ebenfalls zu Apoptose fihren (Abschni.2). Damit leistet er, falls aktiviert, einen

Beitrag zur Zytotoxizitat.
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Abb. 5.19: Proteinexpression von antioxidativen Proteinen ldgdoxiemarkern gemessen als Lumineszenzsignas eine
sekundar gebundenen Antikdrpers in A2780cis-Zelligmnicht (weill), mit Leerliposomen (gepunktetjt freiem Wirkstoff
(kleinkariert) oder liposomalem Cisplatin (gro3kat) (iber 72 h behandelt wurden.

Die Expression des Hypoxiemarkers Hlé&-uind der Hamoxygenase-1 ist bei keiner der
unternommenen Inkubationsmethoden maRgeblich lessnf Die Unterexpression der
Hamoxygenase-2 wirkt sich jedoch starker nach edsrandlung mit freiem Wirkstoff aus.

Dies spricht dafir, dass die so behandelten Zelemger imstande sind, oxidativen Stress zu
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kompensieren, bzw. dass der Beitrag von oxidati&tress zur Apoptose grolRer ist (Abb.
5.19).

Das insgesamt in A2780cis-Zellen in wesentlich mggrem Umfang vorhandene, ebenfalls
oxidationsprotektive PON-2 ist durch Cisplatinlipasen im Vergleich zu freiem Wirkstoff in
seiner Expression zuriickgegangen. Von PON-2 konmrers oxidativer Stress wirkt sich
demnach in den liposomal behandelten Zellen stéaker Da es sich fur die Leerliposomen

genauso verhdlt, scheint es sich um einen Lipike#fe handeln.

Einen Lipideffekt sieht man ebenfalls deutlich der Catalase, einem Peroxid abbauenden
Enzym, dessen Expression in dieser VersuchsreihechduLeerliposomen und
Cisplatinliposomen induzierbar zu sein scheint. bi#here Expression der Catalase im
Vergleich zu unbehandelten Zellen als Reaktionbmidle Cisplatinformulierungen zeigt an,
dass die vermehrte Expression in dieser Zelllinia ®&esistenzmechanismus gegen

entstehende ROS sein konnte.

5.3.1.6 Zellzyklusarrest

In cisplatinbehandelten Zellen kommt es als irgtiRleaktion auf das Zytostatikum zunachst
Uber p53-abhangige p21-Aktivierung zum Zellzyklueat. Dieser schitzt die Zellen
unspezifisch gegen Schéaden, die durch DNA-bindephalestanzen verursacht werden, und
aktiviert sekundar DNA-Reparaturmechanismen (AbgtBrR.3).

T
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Abb. 5.20: Expression von zellzyklusregulierenden Proteinemggssen als Lumineszenzsignal eines sekundar gatemd
Antikdrpers in A2780cis-Zellen, die nicht (wei)itrheerliposomen (gepunktet), mit freiem Wirkst¢ffeinkariert) oder
liposomalem Cisplatin (groRkariert) Gber 72 h beledingurden.
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Wahrend freies Cisplatin die Expression von Clagpd der Inhibitoren cyclinabhangiger
Kinasen (p21, p27) weitestgehend nicht beeinflugst P-Rad17 nach einer Behandlung im
Vergleich zu unbehandelten Zellen unterexprimi®is auf das in geringerem Umfang
vorhandene P-Radl7 zeigen die mit freiem Arzndisbahandelten Zellen das gleiche
Proteinexpressionsmuster, das einen Zellzykludatresbeifiihren kann, wie unbehandelte
Zellen (Abb. 5.20).

Der liposomal eingeschlossene Wirkstoff verursatadgegen eine Unterexpression aller hier
untersuchten zellzyklusregulierenden Proteine. Dased sich primar hemmend auf
cyclinabhangige Kinasen auswirken, ist die Progoesdes Zellzyklus in den liposomal mit
Cisplatin inkubierten Zellen enthemmt. Durch dasirggre Ubermitteln von DNA-
Reparatur- und Uberlebenssignalen, die von derefPet des Zellzyklusarrestes ibermittelt

werden, kommt es indirekt zur Férderung der Apoptos

Dieser expressionshemmende Liposomeneffekt istenngerem Ausmall auch bei den
Leerliposomen zu beobachten, so dass es sich amsctieauch teilweise um einen
Lipideffekt handelt.

Die Ergebnisse des Proteanrays zeigen, dass sowohl freies Cisplatin als auastmales
Cisplatin unter den gewahlten Versuchsbedingungeptatisch wirken.

Der freie Wirkstoff verursacht dabei in den resiste Ovarialkarzinomzellen eine
Expressionsantwort, die mit einer UberexpressiamBax und Cytochrom C die Aktivierung

des intrinsischen Apoptoseweges reprasentiert (Bl24., kleinkariert).
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Abb. 5.21: Relative Expression von Apoptoseproteinen, diergnmsischen oder extrinsischen Signalweg teilnehme
sowie der Effektor Caspase-3 im Vergleich zu unbebkien Zellen. Die Zellen wurden tber 72 h mitdraiCisplatin oder
Cisplatinliposomen behandelt.

Cisplatinliposomen bewirken bei vergleichbarer Zgxizitat (Abschnitt 5.1.2.2) eine vdllig
andere intrazellulare Antwort. Die Signalproteinesdntrinsischen Signalweges sind im
Vergleich zu freiem Cisplatin, aber auch zu unbeletien Zellen (Abb. 5.21, Basislinie)
deutlich unterexprimiert. Gleichzeitig ist der Rstenzmechanismus der Unterexpression

eines Todesrezeptors deutlich zuriickgenommen.

Auch andere an der Apoptose beteiligten Mechanisibleiben nicht unbeeinflusst. So
induziert freies Cisplatin mehr oxidativen Stre®®ei dem durch Cisplatinliposomen
verursachten Zelltod kommt es durch den Ruckgamd) eine zusatzliche Hemmung der
inhibitorischen Apoptoseproteine (IAPs) zu einertf@Bmmung der spaten Apoptose auf
Effektorebene. AulRerdem ist die Tendenz zum Eintritlen Zellzyklusarrest geringer als bei

freiem Arzneistoff.

Grundsétzlich erfolgt als apoptotische Antwort aDisplatin bei den Liposomen ein
deutlicher Wechsel vom intrinsischen zum extrirtsgst Signalweg. Die Cisplatinliposomen
umgehen somit nicht nur zellulare Aufnahmemechaarsmls reine Arzneistofftransporter,
sondern auch Resistenzmechanismen, die auf der Inamu von Apoptosesignalwegen

beruhen.

5.3.2 Differenzierung des intrinsischen und extrinsischersignalweges
Da sich durch die Analyse des Protamays eine deutliche Differenzierung der ablaufenden

Apoptosewege abzeichnet, die durch die Behandluhdgrerem oder liposomalem Cisplatin
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ausgeldst werden, wurden die Caspasen des inttesisund extrinsischen Apoptoseweges

genauer untersucht.

5.3.2.1 Expression der Caspasen
Um festzustellen, ob sich die durch den Proteiiay gezeigte Expression der Proteine des
intrinsischen und extrinsischen Apoptoseweges lims Zur Effektorebene der Caspasen

aul3ert, wurdemestern blat fur die Caspasen-8 und -9 durchgefihrt.

liposomales
unbehandelt cDDP cDDP
mit APAF-1
Pro- Abb. 5.22: Pro-Caspase-9 und Caspase-9-
Caspase-9 Expression nach Behandlung mit Cisplatin oder
liposomalem Cisplatin fiir 72 h in resistenten
Ovarialkarzinomzellen; die Banden mit der
Caspase-9 geringsten Laufstrecke (oben) stellen mit APAF-1
’ komplexierte Caspase.9 dar. Exemplarische
— - Abbildung eines einzelnen Versuchs
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Abb. 5.23: Relative Quantifizierung der mit APAF-1 komplex@amtCaspase-A| und freien Caspase-B)-Expression

drei gleicher Experimente ermittelt durch Ausweguwter Pixeldichte (unbehandelte A2780-Zellen = ¥%)0Die A2780-

(gestreift) und A2780cis-Zellen (schwarz) wurden®@ h mit der EG, Cisplatin als freiem Wirkstoff oder liposomal
beimpft

Sowohl der mit APAF-1 komplexierte Teil der Caspf@sels auch der freie Anteil an
Caspase-9 ist in den resistenten Zellen am grofstienmit freiem Wirkstoff behandelt
wurden (Abb. 5.22). Die liposomal behandelten tesien Zellen zeigen im Vergleich zu
unbehandelten resistenten Zellen nur eine leichk®titing in der Expression der aktiven
Caspase-9, gebunden und ungebunden. Da in allesusfen auch in unbehandelten Zellen
nur minimale Level der Pro-Caspase-9 detektiertdeserkonnten, wurden sie nicht weiter
ausgewertet. Augenscheinlich gibt es in den A2%&deillen jedoch vermutlich keine

Expressionsunterschiede.

Insgesamt zeigen die verschiedenen Ansatze fukahgplexierte Caspase-9 ausschliel3lich
bei einer liposomalen Behandlung in resistentenledekine Beeinflussung durch eine
Cisplatinbehandlung (Abb. 5.23A). Dort liegt soganiger an APAF-1 gebundene Caspase-
9 vor als in beiden unbehandelten Zelllinien. Ber dktiven Caspase-9 wird eine starke
Uberexpression der Caspase-9 in A2780- und A2780disn deutlich, die mit freiem

Cisplatin inkubiert wurden (Abb. 5.23B). Bei den g&tzen mit Cisplatinliposomen ist kein

Unterschied zu unbehandelten Zellen festzustellémdem ist in den unbehandelten

resistenten Zelleper seweniger aktive Caspase-9 vorhanden.
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Abb. 5.24: Pro-Caspase-8 und Caspase-8-
Expression nach Behandlung mit Cisplatin oder
liposomalem Cisplatin fiir 72 h in resistenten
Caspase-8

Ovarialkarzinomzellen; exemplarische Darstellung
eines einzelnen Versuchs
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Abb. 5.25: Relative Quantifizierung der Pro-Caspasé&®nd Caspase-8] -Expression drei gleicher Experimente
ermittelt durch Auswertung der Pixeldichte (unbatete A2780-Zellen = 100 %);die A2780- (gestraif)d A2780cis-
Zellen (schwarz) wurden fur 72 h mit der & Cisplatin als freiem Wirkstoff oder liposomal beiftnp

Wahrend sich die Grundexpression der Pro-Caspadi§roteolytisch in die aktive Form
der Caspase-8 umgewandelt wird, innerhalb dertesden Zellen nur wenig unterscheidet,
induziert eine Behandlung mit Cisplatinliposomea Bikpression der aktiven Caspase-8. Dies
ist schon bei den einzelnéiots deutlich sichtbar (Abb. 5.24).

Bei der Gesamtanalyse aller durchgefuhvtestern blad wird dieses Bild weiter verdeutlicht
(Abb. 5.25). Dabei wird die Pro-Caspase-8 in den78®Zellen insgesamt deutlich
schwacher ausgebildet als in den resistenten A23@&dlen (Abb. 5.25A). Fur die aktive
Caspase-8 kann in beiden Zelllinien die hochster&sgion fur liposomal mit Cisplatin
behandelte Zellen beobachtet werden (Abb. 5.25Bsd®liegt ca. 20 % Uber dem Niveau der
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unbehandelten A2780-Zellen und innerhalb der rexisish A2780cis-Zellen sogar ca. 40 %

Uber dem Niveau von unbehandelten Zellen.

Bei der Expressionsanalyse der Caspasen des isthies und extrinsischen Apoptoseweges
wird ergdnzend zu den Erkenntnissen des Prateays (Abschnitt 5.3.1) deutlich, dass nach
einer Behandlung mit liposomalem Cisplatin auch daf Effektorebene der Apoptose

Proteine des extrinsischen Signalwegs deutlichkatareprasentiert sind als nach einer
Behandlung mit freiem Wirkstoff. Obwohl die Casp&sm der resistenten Zelllinie generell

weniger exprimiert wird, ist die Induktion der Ergsion von Caspase-8 durch die
Cisplatinliposomen in den resistenten Zellen sogar ausgepragt, dass genauso viel
Caspase-8 wie in liposomal behandelten A2780-Zeltehegt.

Im Gegensatz dazu ist der intrinsische Signalwep flmem Wirkstoff auf Ebene der
Proteinlevel stark hochreguliert, wahrend liposomdl Cisplatin behandelte Zellen sich nur
geringfugig von unbehandelten Zellen unterscheiden.

Diese Beobachtungen legen deutlich den Unterscimiedier zellularen Reaktion auf eine
Cisplatinbehandlung offen, die entweder mit freidoreneistoff oder Cisplatinliposomen
durchgefuhrt wird. Von den Initiatormolekilen big lzu den Caspasen des intrinsischen und
extrinsischen Signalweges zeichnet sich fir dieosgmen eine starkere Aktivierung des
extrinsischen Apoptoseweges ab. Der freie Wirkstoferursacht hingegen in
Ubereinstimmung mit der Literatur eine Aktivieruwgn Stresssignalen und intrinsischer
Apoptose, die beide bei der Resistenzsignatur deR788cis Zellen als
Gegenregulationsmechanismen auf mRNA-Ebene im Vgrded stehen (Abschnitt 5.2.1).
Diese Verschiebung der Apoptosemechanismen durcBpla@inliposomen hin zu
Signalwegen, die bei der Chemoresistenz eine wedg@inante Rolle spielen, unterstreicht
das Potential der liposomalen Formulierung, welcaesh auf Proteinebene deutlich Gber

eine reine Transporterfunktion hinausgeht.

5.3.2.2 Aktivitat der Caspasen

Die bisher beobachteten Unterschiede in der mRN-Rroteinexpression einer liposomalen
Cisplatinformulierung im Vergleich zu freiem Zytaikum liefern zwar eindeutige
Erkenntnisse dartber, dass je nach Cisplatinfoenudig unterschiedliche Prozesse in den
resistenten Zellen ablaufen. Tatsé&chlich ist derckB¢hluss von einer mRNA- und
Proteinexpression auf die eigentliche AktivitatesmrSchlisselproteins bzw. Signalweges nur

bedingt méglich.
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Daher wurde die Zytotoxizitdt der Cisplatinformuliagen unter Einfluss verschiedener
Caspaseinhibitoren untersucht. Die peptidischernbitinen aus jeweils vier Aminosauren
sind vom Hersteller so modifiziert worden, dassdiech ihre N-terminale Z-Schutzgruppe
(Benzyloxycarbonyl-), C-terminale = FMK-Modifizierung (Fluoromethylketon-)  und

methylierten sauren Aminosaurereste membrangangid snd Caspase-8, -9 oder -3
spezifisch hemmen. Die jeweilige Hemmbarkeit idbelam Umkehrschluss ein Mal3 fur die

Aktivitat des Signalweges, der letztlich die Zytaitntat verursacht.

3504

DDP
B4 liposomales cDDP

3001 Abb. 5.26: ECy, von freiem Cisplatin und

Cisplatinliposomen in resistenten
Ovarialkarzinomzellen (A2780cis) unter
Einfluss eines Caspase-3-,-8- oder -9-
Inhibitors (50 umol/L) im Vergleich zu
Zellen, die ohne Inhibitor mit freiem
Wirkstoff bzw. Cisplatinliposomen
behandelt wurden (Kontrolle).
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Durch den Caspase-3-Inhibitor lassen sich die bmi @aspase-3 zusammenlaufenden
Signalwege der intrinsischen und extrinsischen Apsp mit beiden Cisplatinformulierungen
in ca. gleichem Mal3e inhibieren (Abb. 5.26). Ddlegen die EGy mehr als doppelt so hoch
wie bei nicht mit Inhibitor inkubierten Zellen (0@ %). Insgesamt lasst sich die Apoptose
mit dem Caspase-3-Inhibitor jedoch nicht so stagknimen wie mit den anderen beiden
Caspaseinhibitoren (ca. 250-320 %). Da sie in lgigi&Konzentration eingesetzt wurden, ist
dies eine Bestatigung daflr, dass sowohl intrimgs@ls auch extrinsischer Signalweg bei
der Caspase-3 zusammenlaufen und sich das apop®tSignal addiert. Demzufolge
mussten fur ein vergleichbares Ausmald der Apoptsetung nur Gber Caspase-3 hohere
Konzentrationen des Inhibitors eingesetzt werdane Brergleichbar geringe Wirkung hat

lediglich der Caspase-9-Inhibitor in liposomal batielten Zellen.

Eine Hemmung der extrinsischen Apoptose Uber Caspdmt einen starkeren Effekt bei den
mit Cisplatinliposomen behandelten Zellen (cDDP250 %; liposomales cDDP ~320 %),

wahrend die intrinsische Apoptose Uber Caspaseéw®est bei A2780cis-Zellen beeinflusst



141
Ergebnisse und Diskussion

wird, die mit freiem Wirkstoff behandelt wurden ®©P: ~ 300 %; liposomales cDDP: ~
210 %). Dies Dbestatigt somit auch auf funktionelldEbene die gefundenen
Expressionsunterschiede im extrinsischen bzw. nsischen Apoptoseweg nach der
Behandlung mit freiem Wirkstoff gegeniber einer &sdlung mit liposomalem Cisplatin.
Nach einer Behandlung mit Cisplatinliposomen sind dn der extrinsischen Apoptose
beteiligten Proteine also nicht allein in groRaviemge vorhanden, die Uberexpression dufRert
sich zudem zusatzlich in einer erhdhten Aktivités Gignalweges. Genau gegenlaufig verhalt
es sich beim intrinsischen Apoptoseweg. Diesernath einer Behandlung mit freiem

Wirkstoff deutlich starker exprimiert und aktiv.

Unter Berucksichtigung, dass die durch freies @taplausgeloste Zytotoxizitat vorwiegend
Uber den intrinsischen Apoptoseweg und assozikatkaden wie die des oxidativen Stresses
vermittelt wird, fir die gleichzeitig aber auch dieeisten Resistenzmechanismen bekannt
sind, erscheint die durch Cisplatinliposomen auwsiel zytotoxische zellulare Antwort im
Hinblick auf eine gewtinschte Resistenziiberwindusgaualderst vorteilhatft.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass dievdetes Cisplatinliposomen in der Lage
sind, die Chemoresistenz der A2780cis-Ovarialkarmirellen zu Gberwinden. Dies geschieht
jedoch nicht durch den mit Liposomen als reine Aigtofftrager vorgesehenen Ansatz, bei
dem lediglich eine hohere intrazellulare Arzneitonhzentration oder eine hohere
Platinierungsrate angestrebt wird. Dieng arrayAnalysen stellen dabei die intrazellularen
Signalwege der p53-abhéngigen Apoptose als Hauptgftied in der Reaktion auf die
Behandlung mit freiem oder liposomalem Cisplatirabns. Dabei werden die grof3ten
Unterschiede in der Expression der signalgebendesteiRe des intrinsischen und
extrinsischen Apoptosesignalweges offensichtlichesDkonnte aufRerdem auch fir die
Expression der extrinsischen Caspase-8 und irddhen Caspase-9 auf der Effektorebene
der Apoptose durclvestern blottinggezeigt werden. Durch weitergehende Inhibitorgndi
kann festgestellt werden, dass sich eine Behandhuh@isplatinliposomen im Vergleich zu
einer Behandlung mit freiem Wirkstoff in einer ehitén Aktivitat des extrinsischen und
einem Rilckgang der Aktivitdat des intrinsischen Apgpweges als Folge aus dem
veranderten Expressionsmuster auswirkt. Die Ubetwig der Chemoresistenz durch
liposomales Cisplatin resultiert somit aus einers¢biebung des apoptotischen Geschehens
hin zu Mechanismen, gegen die in den resistentemri@likarzinomzellen geringere

Gegenregulationsmechanismen existieren.
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Da es bereits in der klinischen Prifung etabliigesomale Cisplatinpraparate gibt, stellt
sich die Frage, ob der oben beschriebene Wirkmesiais auch einen Beitrag zu deren

Wirksamkeit leistet.

5.3.3 Die Auswirkungen von Lipoplatin™ auf die Chemoresigenzin vitro

Das IMP Lipoplatin™ wurde von der Firma Regulon .lmurch Kontakte zu Herrn Dr.
Stavros Kottaridis zur Verfigung gestellt mit demelZ dessen Einfluss auf die

Apoptosesignalwege zu untersuchen und mit denesediArbeit verwendeten Liposomen zu

vergleichen. Dazu wurden MTassag sowie ein Proteiasray durchgefihrt.
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Abb. 5.27: Zytotoxizitat von Lipoplatin™ in A2780- und A2788eZellen nach 72 h Inkubationszeit mit 20.000 &ell
(links) und 40.000 Zellen (rechts);die Graphen erigeweils exemplarisch einen Versuch in Triplikate

Tab. 5.9: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Ciapland Lipoplatin™ (n = 3) nach 72 h mit den darau

resultierenden Resistenzfaktoren ¢E82780cis / EGy A2780)

A2780 A2780cis
Formulierung Zellen/Well S ECS0 e ECS0 Ry
Mw SE [Mmoll] mw sg  [umoliL]
cDDP 20.000 546 0,13 3,47 494 0,03 11,48 3,3
40.000 537 0,04 4,27 5,03 0,06 9,33 2,2
Lipoplatin™ 20.000 3,60 0,15 251,19 3,47 0,16 338,84 1,3
40.000 349 0,11 32359 3,51 0,11 309,03 1,0

Obwohl Lipoplatin™ die Praklinik erfolgreich durehlfen hat und es bereits in mehreren
Phase 3 klinischen Studien als dem freien Wirkstofkombination mit anderen Zytostatika
weder unterlegen noch tberlegen getestet Werdf& zeigt es in unserem Resistenzmodell

mit Konzentrationen um 300 pumol/L eine sehr vieimgere Toxizitat in beiden Zelllinien als
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der freie Wirkstoff (Tab. 5.9) und die in dieserb&it verwendeten Liposomen (Abschnitt
5.1.2.2). Dabei ist die Effektivitat jedoch in berdZelllinien annéhernd gleich, was sich in
Resistenzfaktoren von 1,3 fur 20.000 Zellen undfidr,@0.000 Zellen auf3ert (Abb. 5.27; Tab.
5.9). Wie derinvivo-Erfolg des Lipoplatins™ demonstriert, kann die igge in vitro-
Toxizitat jedoch durch die viel selteneren unervaimen Arzneimittelwirkungen und das
gunstigere Cisplatin : Lipid-Verhéltnis im Verglaic zu den 5 % mPEG-Liposomen
(5 % mPEG: ca. 1:99; Lipoplatin™: ca. 9:91) volieti@y kompensiert werden.

Die Apoptoseinduktion durch Lipoplatin™ ist der dar5 % mPEG-Liposomen sehr dhnlich,
wie die Proteinexpressionsanalysen zeigen (Abb8)5.Rie Experimente wurden dabei
analog zu den bereits durchgefiihrten Expressiohssamaus Abschnitt 5.3.1 durchgefthrt.

EE cDDP
= liposomales cDDP
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Abb. 5.28: Relative Expression von Apoptoseproteinen, diergnnsischen oder extrinsischen Signalweg teilnehmed
der Effektor Caspase-3 im Vergleich zu unbehand@tdien; die Zellen wurden iber 72 h mit dersE@n freiem
Cisplatin, Cisplatinliposomen oder Lipoplatin™ behelihd

Wahrend nach einer Behandlung mit Lipoplatin™ diesamte Apoptose noch starker
induziert ist, wie das hohere Caspase-3-Niveaursagd/ergleich zu freiem Wirkstoff zeigt
(Abb. 5.28, links), sind die mitochondrialen Apoggproteine Bad, Bax, Bcl-2 und Bcl-xL
wie bei den 5% mPEG-Liposomen klar unterexprimie(Abb. 5.28, mittig).
Erstaunlicherweise wird trotzdem nach einer Liptpl&'-Behandlung mehr Cytochrom C
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ausgebildet als nach einer Behandlung mit freiespl@tin. Dies kbnnte an einer sekundaren
Aktivierung des intrinsischen Signalweges Uber tH#yen, welches nach einer Aktivierung
des extrinsischen Weges und der Caspase-8 auf diechdndrien einwirkt. Diese
Vermutung wird auch dadurch gestitzt, dass im Gsgenzu den 5 % mPEG-Liposomen
Lipoplatin™ nicht nur in der Lage ist, die auf eir@splatinbehandlung reflekorisch
eintretende Fas-Unterexpression zu kompensieredeso sogar die Expression von Fas und
zusatzlich FADD zu induzieren (Abb. 5.28, rechts).

Trotz ihrer sehr geringen Toxizitat im Zellmodelleisen die Liposomen des IMP den
gleichen molekularen Mechanismus der Apoptosevarsahg auf, der in dieser Arbeit flr

eine andere liposomale Formulierung gezeigt welklamte. Diese Ergebnisse sind erste
Hinweise auf eine Ubertragbarkeit des Liposomeiédfe auf eine liposomale Formulierung,

die neben den in dieser Arbeit verwendeten Lipieieen Anteil an geladenem DPPG hat.

Die Erkenntnisse in dem verwendeten Resistenzmoda A2780- und A2780cis-
Ovarialkarzinomzellen, die eine vitro durch Cisplatinexposition provozierte Resistenz
besitzen, gaben weitergehend den Anlass, den digsgbn Effekt der Cisplatinliposomen

auf die Chemoresistenz auch in weiteren Zelllirsewiein vivo zu testen.
5.4 Ubertragbarkeit des Liposomeneffektes

5.4.1 Caov-3-Ovarialkarzinomzellen

Um eine Ubertragbarkeit der oben beschriebenenbigee auf andere Tumorzellen zu
untersuchen, wurden Untersuchungen an Caov-3-Zéigohgefihrt. Diese stammen aus
derselben Tumorentitat. Es handelt sich wie bei A2A80-Zellen um humane epitheliale
adharente Ovarialkarzinomzellen. Sie wurden freigchdiweise von der Arbeitsgruppe Prof.
Kassack vom Institut fir Pharmazeutische und Medizhe Chemie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf zur Verfligung gestellt. Domsurde auch die Chemoresistenz

gezuchtet, die in der Zelllinie Caov-3cis resutger

Zunachst wurde die Zytotoxizitdt der Cisplatinliposen in MTTassag getestet, um zu

zeigen, ob es auch in dieser Zelllinie zu einerrdiieung der Chemoresistenz kommt.



145
Ergebnisse und Diskussion

Tab. 5.10: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Ciapland Cisplatinliposomen in allen Versuchen (8)=mit
8000 Zellen/Well und die daraus resultierenden fReskfaktoren (E§ Caov-3cis/ EGy Caov-3)

Caov-3 Caov-3cis
ions- EC EC
Inkuba_tlons Formulierung PECso EC50 PECso EC50 Ry
zeit Mw S  [umoll]  mMw S [MmoliL]
29 h cDDP 5,22 0,07 6,03 5,04 0,02 9,12 1,5
5% mPEG | 5,20 0,02 6,31 5,03 0,07 9,33 1,5

Die EGy des freien Wirkstoffes liegt bei den Caov-3-ZellenMittel bei 6,03 umol/L und
bei den resistenten Caov-3cis-Zellen bei 9,12 pm(@lab. 5.10). Damit ist die Resistenz der
Caov-3cis-Zellen mit einem Resistenzfaktor vonigsentlich schwéacher ausgepragt als bei
den A2780cis-Zellen (R4,2—4,4). Durch eine Behandlung mit Cisplatinipmen lasst sich
auch nach 72 h die Egin den resistenten Zellen nicht senken. Sie Ineigt6,31 umol/L und
9,33 umol/L in genau demselben Bereich wie nackreBehandlung mit freiem Cisplatin.
Der Resistenzfaktor ist mit 1,5 bis auf die erséeiNkommastelle genau gleich.

Die Ursache fiur diese hohe Diskrepanz der Ergeénissien zwei Zelllinien, die zwar aus
unterschiedlichen Patienten, aber demselben Tumelge stammen, liegt wahrscheinlich in
den mechanistischen Unterschieden der Chemoremgsterbegrindet. Aus unseren
Untersuchungen im A2780/A2780cis-Resistenzmodellbekannt, dass p53 eine zentrale
Stellung in der Antwort der Zellen auf sowohl eBehandlung mit freiem Cisplatin als auch
mit liposomalem Cisplatin einnimmt, obwohl beide lldéren Reaktionen vollig
unterschiedlicher Natur sind. In Caov-3-Zellen p&3 jedoch mutiert. Dieser Status bleibt
folglich auch nach der Erzeugung einer kinstlicResistenn vitro vorhanden oder mutiert
weiter. A2780-Zellen haben im Kontrast den Wildigps p53-Gens, welcher somit eine
notwendige Voraussetzung fur den Liposomeneffekdein scheint. Uber den p53-Status der
resistenten A2780cis-Zellen ist wenig bekannt, 2umaeinigen Forschungeinrichtungen
nicht mit dem kommerziell erhaltlichen Typus geasdtenird, sondern aus den A2780-Zellen
vor Ort eine eigene Resistenz durch Inkubation sulttoxischen Cisplatinkonzentrationen
erzeugt wird. Daher existiert auch eine sehr uokeeslliche Nomenklatur der resistenten
Zellen, die zusatzlich eine Vergleichbarkeit mitr deer verwendeten A2780cis-Zelllinie
erschwert. Bei den wenigen Mutationsanalysen inLderatur ist somit unklar, ob es sich um
die gleiche Zelllinie handelt, die fur diese Untensungen herangezogen wurde. Trotz dieser
Unklarheiten kann aus jetziger Sicht die Mutatiogs 53 in den Caov-3-Zellen als der
wahrscheinlichste Faktor angesehen werden, dediéiifehlende liposomale Sensitivierung

angenommen werden kann.
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Dadurch dass die Caov-3cis-Zellen nicht mit einensitivierung auf eine Behandlung mit
Cisplatinliposomen ansprechen, ergibt sich persgekh eine wichtige Konsequenz fur eine
klinische Behandlung von Patienten mit liposomale@isplatin. Hierbei musste
hdchstwahrscheinlich, wie es bereits vielfach imn8i einer personalisierten Chemotherapie
durchgefuhrt wird, der p53-Status im Primé&rtumors dBatienten ermittelt werden.
Liposomales Cisplatin konnte eventuell nur einerdpeoption sein, wenn im Prim&rtumor

Wildtyp-p53 vorhanden ist.

5.4.2 Cisplatinliposomenin vivo

Wie in Kapitel 4.12 beschrieben wurden die in diesdeit verwendeten Cisplatinliposomen
am Uniklinikum Halle (Saale)zusatzlich mittals vivo-imaging untersucht. Alle Arbeiten
wurden dort von Herrn Dr. Thomas Miiller koordiniertd durchgefiihrt. Folgend soll ein

kurzer Uberblick tiber die daraus erhaltenen voidguf Ergebnisse gegeben werden.

Alle Versuche wurden zunachst nur an maximal zweiusén pro Behandlungsmethode
durchgefuhrt. Sie dienten dazu, die Durchfuhrbar&gierin vivo-Untersuchung mit den in
dieser Arbeit verwendeten Liposomen zu beurteildir. den Nachweis einer Wirksamkeit

mussen perspektivisch Studien mit einer grol3erezalman Tieren durchgefiihrt werden.

5.4.2.1 Eignung der Liposomen furin vivo-Untersuchungen

Zunachst wurden 2 % mPEG- und 5 % mPEG-Liposomare displatin injiziert, um den

Einfluss des PEG-Gehaltes auf die Verteilung unchdrakkumulation im Organismus zu
betrachten. Hierbei trugen die Mause einen Tumors ddllHP-Zellen, einem

Teratokarzinom der Hoden, da es sich dabei um elasty etablierte System am Uniklinikum
Halle handelte. Dabei wurde eine theoretische Dosgvon 3 mg/kg KG Cisplatin gewahlt.
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Abb. 5.1: Aufnahmen zweier M&use am Maestrai™ivo Fluorescence Imaging Syst&min, 1 h, 24 h und 48 h nach der Injektion voRmarkierten 2% mPEG- (oben) und 5% mPEG-
Liposomen (unten) (theoretische Cisplatindosier@grg/kg KG); weil3er Pfeil: Tumor, blauer Pfeil: lgey die Bilder wurden aufgenommen und zusammendgiestal Frau Anne-Kathrin
Heinrich des Instituts fir Pharmazeutische Techgieland Biopharmazie der Martin-Luther Universitald-Wittenberg.
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Beide liposomalen Cisplatinformulierungen verteilsith Uber die Schwanzvene rasch
innerhalb von 5 min im Organismus (Abb. 5.29). Bsrenach 1h ist eine deutliche
Akkumulation der Liposomen in der Lunge (Abb. 5.Buer Pfeil) zu beobachten, wahrend
die Liposomen noch zirkulieren. Nach 24 h befindieh die Liposomen zusatzlich zur Lunge
zu einem grof3en Teil im Tumor (Abb. 5.29, weilReeilPfund haben den Blutkreislauf
grol3tenteils verlassen. Dieses Akkumulationsveghalst auch nach 48 h noch ohne eine

weitere Injektion sichtbar.

Die Liposomen wurden ein zweites Mal injiziert umach 24 h die Organe prapariert und mit

demselbemmagingVerfahrenex vivobetrachtet.
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Abb. 5.30: Ex vivoAufnahmen der praparierten Organe 24 h nach eineiten Injektion von 2 % mPEG- (oben) und
5 % mPEG-Liposomen (unten) (theoretische Cisplatizkatration: 3 mg/kg KG);die Bilder wurden aufgenoamund
zusammengestellt von Frau Anne-Kathrin Heinrichldsstuts fiir Pharmazeutische Technologie und Bioptazie der

Martin-Luther Universitat Halle-Wittenberg.

Auch hier Verhalten sich beide Cisplatinliposomémarationen mit 2 % mPEG und
5 % mPEG sehr ahnlich (Abb. 5.30). Das hochstedbigibt die Lunge, das zweithochste der
1411HP-Tumor. Weiterhin sind die Liposomen in akjgn durchbluteten Organen zu finden.
Da die starke Akkumulation in der Lunge bei cisplaaltigen Liposomen perspektivisch

unerwinschte Toxizitat verursachen kann, wurdenSigmale der Lunge und des Tumors
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genauer verglichen, um eine eventuelle Uberlegéngiaer der beiden Liposomensorten

beurteilen zu kénnen.

1411HP-Tumor (Cross-section)

1411HP-Tumor (Cross-section)

. ]

0 1 2 2.38

Abb. 5.31: Ex viveAufnahmen des Tumorquerschnitts im direkten Vecgleur Lunge 24 h nach einer zweiten Injektion
von 2 % mPEG- (oben) und 5 % mPEG-Liposomen (ur(teepretische Cisplatinkonzentration: 3 mg/kg K@) ;@ilder
wurden aufgenommen und zusammengestellt von Frae-Kmathrin Heinrich des Instituts flir Pharmazeuités@ echnologie
und Biopharmazie der Martin-Luther Universitat Halléttenberg.

Im direkten Vergleich hat der Tumorquerschnitt egtea gleiche (Abb. 5.31, oben) bzw.
leicht geringere (Abb. 5.31, unten) Signalinteriséits die Lunge. Bei den 2 % mPEG-
Liposomen (Abb. 5.31, oben) scheint das Intensiggghaltnis von Tumor zu Lunge
gunstiger zu sein, da die 5 % mMPEG-Liposomen (AkRil, unten) in diesem Versuch starker
in der Lunge akkumulieren als die 2 % mPEG-LiposemE&rotz dieser Tatsache wurden
weitere Untersuchungen mit 5 % mPEG-Liposomen dyefilhrt, da diese Formulierung
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generell etabliert ist und somit eine perspektives¥ergleichbarkeit mit anderen Liposomen
anderer Lipidzusammensetzung, jedoch gleichem mBER&lt gegeben bleibt.

Es wurden auRerdem auch Liposomen mit einem mPH@&GenN 7 % untersucht, die sich

absolut vergleichbar mit den 5 % mPEG-Liposomeiiedten (Aufnahmen nicht gezeigt).

Aufgrund des geeigneten Verteilungsverhaltens leonnin né&chsten Schritt mit
cisplatinhaltigen Liposomen weitergearbeitet werdeiese wurden von Herrn Dr. Thomas
Muller in Dosierungen bis zu 12 mg/kg KG eingesetabbei auch nach einer zweiten
Injektion trotz erneut starker Lungenakkumulaticainie limitierenden akuten Toxizitaten in

den Mausen auftraten.

5.4.2.2 Untersuchungen am A2780/A2780cis-Tumormodell

Das fur die vorangegangenemvitro-Versuche verwendete Resistenzmodell aus A2780- und
A2780cis-Zellen wurde am Universitatsklinikum Hal&aale) von Herrn Dr. Thomas Mdiller
im Rahmen der weiteren Kooperation ebenfalls alsigvteodell etabliert. Um ein Ansteuern
des Tumors noch weiter zu induzieren wurden zushtzu den 5 % mMPEG-Liposomen
holotransferritargeierte Liposomen mit der gleichen Lipidzusammensagzuintersucht.
Beide Formulierungen enthielten dabei Cisplatin wiodden 9 mg/kgKG dosiert.



Abb. 5.2: Aufnahme von drei Méusen mit A2780- (rechte Spalte) bzw. A2780cis-Tumoren (linke und mittlere Spalte) am Maestro™ in vivo Fluorescence Imaging Systemvor der Iinjektion (oben,
Graustufen), 24 hmittig) und 48 h (unten) nach der Injektion von DiR-markierten 5% mPEG- (linke Spalte) und holotransferrintargetierten 5% mPEG-Liposomen (mittlere und rirechte Spalte)
(Cisplatindosierung® v rmig/Kg ‘R j; aiE 'Bnaer wuraerfgenommen uha zusammengéstent Von Frau Anrie-mekdeinricn tes insutut§ ' rnarmazeuuscne’ 1 etogie unoBiopharmazie der
Martin-Luther Universitat Halle-Wittenberg.
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Die Anreicherung beider Liposomenarten im Tumordeveeigt sich erneut deutlich. Dabei
ist fur den resistenten Tumor aus A2780cis-Zellenbmiden Liposomensorten eine starkere
Akkumulation zu beobachten als im A2780-Tumor. Diesg eine sehr glnstige
Grundvoraussetzung fir eine Behandlung mit Liposoimne resistenten Tumor, die additiv
mit der molekularen Resistenziberwindung wirkt. &wlg@m befindet sich ein groRer Teil der

Liposomen wieder in der Lunge.

Im Vergleich der beiden Liposomenformulierungen ifamor reichern sich nach 24 h
targeierte und utargeterte Liposomen in etwa gleich im Sinne der obeschdebenen
Eigenschaften an (Abb. 5.32, zweite Reihe, linkd omttlere Spalte), nach 48 h zeigt sich
jedoch eine deutliche Uberlegenheit dargeierten Liposomen (Abb. 5.32, dritte Reihe,
linke und mittlere Spalte). Wahrend die Konzentmatider Cisplatinliposomen ohne
Holotransferrimarget von 24 h bis 48 h abnimmt, reichern sich thegeierten Liposomen

sogar noch weiter im Tumor an.

Dieses Verhalten steht in starkem Kontrast zu deshebigen Ergebnissen von vitro

getesteten holotransfertargeterten Liposomen.

5.4.2.3 Holotransferrin- targeting in vitrovsin vivo

Da liposomales targeting mit Holotransferrin eine bereits etablierte Metbodier

Tumorzielsteuerung ist und bekannt ist, dass A2i88Bellen den Transferrinrezeptor
Uberexprimieren, wurden schon lange vor Beginn adie;r vivo-Untersuchungen
holotransferritargeterte Liposomen untersucht. Fir diese konnte jedwoclvitro keine

Uberlegenheit gegentiber nidhtgetierten Cisplatinliposomen gezeigt werden.
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Abb. 5.33:Die intrazellulére
Akkumulation von 20 uM Cisplatin
nach Behandlung mit freiem Wirkstoff
(schwarzes Viereck), 5 % mPEG-
Liposomen (Viereck mit Punkt) und
holotransferritargeierten 5 % mPEG-
Liposomen (Viereck mit Kreuz) tber
24 h in cisplatinresistenten A2780cis-
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Die Platinakkumulation in resistenten Zellen libgi einer liposomalen Formulierung (max.
ca. 100 ng/ug) deutlich tUber der Anreicherung v &ppliziertem Wirkstoff (max. ca.
50 ng/ug) (Abb. 5.33). Dabei zeichnet sich jedoeinksignifikanter Unterschied zwischen

nichttargeierten und holotransferriargeierten Liposomen ab.

Somit spielt eineTargeterung mit Holotransferrin keine Rolle fur den mal&aren

Wirkmechanismus der Cisplatinliposomen, der einesd@ebung des Apoptoseverhaltens
zur Folge hat, bringt jedoch bei systemischer A@tion im Organismus einen eindeutigen
Zugewinn durch langere und nach 48 h auch stawkereicherung im Tumor. Perspektivisch
ware dieser additive Effekt bei der Entwicklungoemaler Cisplatinformulierungen zu
beachten, ddargeterte Liposomen zwei Wirkmechanismen effektiv veesi, indem die

durch Holotransferrinkopplung optimierte Arzneist@gerfunktion synergistisch durch die

Beeinflussung intrazellularer Signalwege erganztwi

AuBerdem unterstreicht das Ergebnis die limitietiertragbarkeit des verwendeten
zweidimensionalen Zellmodells auf eine Anwendungdmeidimensionalen Tumor, der in
einen ganzen Organismus eingebettet ist. Hiereapieében dem reinen Ansteuern zellularer
Strukturen auch Gegebenheiten wie der intratumentabhte Druck eine Rolle. Dies kdnnte
der entscheidende Unterschied zum Zellmodell sé&n,die Akkumulation zunachst fur
targeterte und nichtargeterte Liposomenn vitro gleich ist. Im Organismus kénnen nicht
targeterte Liposomen jedoch durch den hdheren Druck mmdr leichter wieder in die

Gefale des stark vaskularisierten Gewebes ausgasvaserden.
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Diese Erkenntnisse zeigen wie die Versuche zum I\pBplatin™, dass eimn vitro kaum
vorteilhaftes Prinzipn vivo einen sehr starken Effekt erreichen kann.

5.4.2.4 Erste Hypothesen zur Tumorwirkung der 5 % mPEG-Liposomen

Trotz der Uberragenden Verteilungseigenschaften deolotransferritargeierten
Cisplatinliposomen mit 5 % mPEI@ vivo konnte in darauf folgenden Untersuchungen keine
Stagnation des Tumorwachstums oder Verkleinerumgrdenore festgestellt werden. Diese
bisher zweimaligen Untersuchungen zum Tumoreffeld gbenfalls nur sehr vorlaufig und
konnen mit einer Behandlungsgruppe von ein bis zMéusen héchstens Hypothesen
generieren, nicht aber Absolutaussagen Uber einemofieffekt oder sogar eine Wirksamkeit

erlauben.

Eine vorlaufige Uberlegung ist dabei, dass diedetzung des Cisplatins aus den Liposomen
der stark limitierende Faktor fir die endgultigetiumorwirkung ist. Die Limitationen der

Freisetzung sind ein bekanntes Problem bei der iEkiimg liposomaler Wirkstoffe

(Abschnitt 2.4.2.3). Dies wird auch durch eine Usiiehung von Tumorschnitten der
behandelten Mause deutlich (Abb. 5.34).

Abb. 5.34: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von zwei AZE8Tumorquerschnitten nach der Praparation aus
Mausen, die mit holotransfertargeierten 5 % mPEG-Liposomen (Cisplatindosierung: 9kagddG) behandelt wurden;
abgebildet ist eine Ubereinanderlegung, bei denaiAPI (blau, Zellkerne) und einmal im NIR (rotifbder

Cisplatinliposomen) angeregt wurde. Die Aufnahmenden von Herrn Dr. Thomas Miller zur Verfligung gést

Zunachst kann man feststellen, dass das in der Meggirierte Intensitatsignal nicht vom
isolierten Marker (DiR) stammt, der nach Applikatinicht mehr in die Liposomenmembran

inkorporiert ist. Man erkennt bei fluorezenzmikropkscher Betrachtung, dass es sich bei den
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angefarbten Strukturen unter Berlcksichtigung ihFerm und GroRRenverhaltnisse um
Liposomen handelt (Abb. 5.34). Diese scheinen gdoch vorwiegend in GefalRen (Abb.
5.34A) oder in der Tumormatrix (Abb. 5.34B) zu Ibefien. Da das Cisplatin selbst nicht
markiert wurde, kann nicht beurteilt werden, ob wmeé viel Cisplatin sich noch in den
sichtbaren rot gefarbten Liposomen befindet undli@ises in die Tumormatrix oder in die
Tumorzellen abgegeben wurde. Es ist ebenfalls @igglomeration der Liposomen zu
verzeichnen. Dies und die Tatsache, dass die bilwerraume im NIR kein Signal geben,

kénnen auf eine unzureichende Freisetzung hindeuten

Eine zweite Erklarung fur den nicht eintretendermdueffekt bei diesen Untersuchungen
kann einein vivo noch viel starker alén vitro (Resistenzfaktoren zwischen 3,4 und 4,4)
ausgepragte Resistenz darstellen. Zumal auch mérbid Dosierungen des freien Wirkstoffes

kein Effekt am A2780cis-Tumor erkennbar war.

Zusammengenommen verdeutlichen die bisherigen Bigmd dieser Arbeit, dass die
Liposomenanwendung eim vivo-geeignetes Verfahren darstellt, die Chemoresistirz

Ovarialkarzinomzellen zu Uberwinden. Liposomen gildich ihre Verteilungseigenschaften
im Organismus gut geeignet, im Tumor zu akkumutierend verursachen gleichzeitig auch
in hoheren Konzentrationen, die eine Behandlungfrmiem Wirkstoff nicht mehr erlauben
wirde, keine kurzfristig zu beobachtenden unerwlitesc Toxizitaten. Eine

Tumoransteuerung durch die Kopplung von Holotramisfean die Liposomenoberflache

wirkt sich dabei positiv auf das Akkumulationsvdtéa im Tumor aus.

Untersuchungen an einem anderen Resistenzmodahlgdreigt, dass fir den liposomalen
Effekt der molekularen Resistenziiberwindung ein dumit Zellen, die Wildtyp-p53
besitzen, Voraussetzung ist. Da Uber den bisheadigeten Zeitraum auch nach zweimaliger
hoch dosierter Behandlung keine Stagnation des Waweis der resistenten Tumore zu
beobachten war, werden auch hier die Grenzenirdeitro stark wirksamen liposomalen
Cisplatinformulierung deutlich aufgezeigt. Erste&ké&iimntnisse lassen auf eine unvollstandige
Freisetzung der Liposomen als Ursache fir den genirEffekt auf den Tumor schliel3en.
Gerade im Vergleich zu den bereits in der Klinikitwertgeschrittenen Liposomen des IMP
Lipoplatin™ wird die problematische Ubertragbarlags zweidimensionalen Zellmodells auf
ein im Organismus eingebettetes Tumorgewebe offetiich. Dieses zeigt trotz sein@s
vivo-Erfolges in  vitro eine wesentliche geringere zytotoxische Aktivitdbei

Ovarialkarzinomzellen mit und ohne induzierte Chegsistenz als die im Zuge dieser Arbeit
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hergestellten Cisplatinliposomen, jedoch den glnch  apoptoseabhéngigen
Wirkmechanismus. Daher sollten weitere Untersuckandarauf abzielen, die Freisetzung
der 5 % mPEG-Liposomenformulierung weiter zu vesbas und somit den sehr effektiven
Mechanismus der Resistenzumgehung durch eine Bessohg der Apoptose auah vivo

auszulosen.

Fur das weitere Vorgehen dieser Arbeit war die tiening der Liposomen, welche eine
Unterexpression des intrinsischen Apoptoseweges =zeifularer Ebene als einen
Hauptmechanismus der Chemoresistenz belegen, Anldss Chemoresistenz der
verwendeten Zelllinie weiterhin zu charakterisierddbazu wurden Resistenzphanomene
gewahlt, die die physiologische Situation eines ®rsrmit seiner Anordnung als Gewebe

und der Kommunikation mit umliegenden Zellen stabkericksichtigen.
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5.5 Einfluss von niedermolekularem Heparin auf die

Chemoresistenz

Da es Berichte tber die gunstigen Auswirkungenrdteparinisierung von Patienten auf die
Chemotherapie gibt und Heparin selbst eine Vielpabdjlicher Interaktionspartner im Tumor
und dem umliegenden Gewebe besitzt (Kapitel 2.5yden Untersuchungen unternommen,
in-wie-weit Heparin sich auch auf die Chemoresstauswirkt. Gerade da&argeierte
Liposomenin vivo besser akkumulieren, liegt ein Zusammenhang nm dg&ratumoral
erhohten Druck naf®, fiir den zu einem groRen Teil heparinbindende VEGFantwortlich
gemacht werdéf® Zudem wurde im Zusammenhang mit den Wechselwig&nnvon
Heparin und Adhasionsmolekilen, die auch eine Rblé der Chemoresistenz spielen
kénnen, der Begriff der CAM-DR gepréft.

Dies gab den Anlass die Auswirkungen von Heparidi die¢ Cisplatinresistenz zu

untersuchen, da die Tumoreffekte des Heparins peliestarker in Zusammenhang mit der
Tumorumgebung stehen als der zellulare Effekt dppdomen. Fir die Versuche wurde
Tinzaparin als grof3ter Vertreter der NMH (6500 Oyp@wahlt, weil einerseits klinische

Studien zum Therapiebenefit hauptsachlich mit NMtbkteeren und andererseits einzelne
Aufklarungsversuche des Mechanismaosvitro mit UFH beschrieben sind. So kénnen in
ersten Experimenten moglichst viele Eigenschaftensghr vielseitigen Substanzklasse der

Heparine vereint werden.

5.5.1 Cisplatintoxizitat bei Heparinbehandlung

Zunachst wurde getestet, ob Tinzaparin Einflussdaufl oxiziat von Cisplatin in A2780- und

resistenten A2780cis-Zellen und somit die Chemstesz hat. Da noch keine Daten zu
diesem Sachverhalt existieren, wurden fir einenlictisgg breiten Ansatz zwei Zellzahlen

(20.000 und 40.000 Zellen/Well) und drei Zeitpunkteerhalb von 72 h gewahlt (24 h, 48 h
und 72 h). Die Zeitangabe bezieht sich dabei aef Idkubation mit Cisplatin, die den

Zeitpunkt O darstellt. Bei vorbehandelten Zellert ke 18-stindige Vorinkubation mit

50 pg/mL Tinzaparin bereits stattgefunden.
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1001 ®

] Abb. 5.35: Zytotoxizitat von Cisplatin allein und nach
Vorinkubation mit 50 pg/mL Tinzaparin in A2780- und
A2780cis-Zellen nach 72 h Inkubationszeit mit 40.00
Zellen; der Graph zeigt jeweils exemplarisch eilensuch
in Triplikaten.
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Eine Vorinkubation mit Tinzaparin hat auf die Tast des Cisplatins nach 72 h in den
A2780-Zellen keinen Einfluss, wahrend es in derstesten Zellen die Chemoresistenz fast
vollstandig Uberwindet (Abb. 3.35).

Tab. 5.11:Zusammenfassung der Zytotoxizitéat von freiem Ciaplallein (ohne) und mit gleichzeitiger Inkubatiffinza
(gl.)) oder 18 h Vorinkubation (Tinza) von Tinzajma{50 pg/mL) (n = 3) mit den daraus resultierenBesistenzfaktoren
(ECs0 A2780cis / EGy A2780)

A2780 A2780cis
Inkuba-  Zusatzbe-  Zellen PECso EC50 PECso EC50 R
tionszeit  handlung /Well Mw S [umoll] mw sg  [umol/L] '
ohne 20.000 |4,89 0,22 12,88 4,31 0,21 48,98 3,8
40.000 |4,87 0,10 13,49 4,08 0,17 83,18 6,2
24 h Tinza (gl.) 20.000 (4,76 0,03 17,38 4,50 0,05 50,62 2
40.000 |4,72 0,04 19,05 4,36 0,03 43,65 2,3
Tinza 20.000 (5,01 037 9,77 434 0,07 4571 4,7
40.000 |4,90 0,33 1259 4,27 0,17 53,70 4,3
ohne 20.000 (5,36 0,64 437 483 0,05 14,79 3,4
40.000 |5,30 0,15 501 481 0,07 15,49 3,1
Tinza (gl.) 20.000 (5,14 0,04 7,24 483 0,09 14,79 2,0
48h 40.000 |5,03 0,06 933 4,73 0,06 18,62 2,0
Tinza 20.000 (5,39 0,87 4,07 466 011 21,88 54
40.000 |532 051 479 4,76 0,18 17,38 3,6
ohne 20.000 (5,75 0,22 1,78 5,11 0,26 7,76 4,4
40.000 |557 031 269 505 020 891 3,3
Tinza (gl.) 20.000 (5,557 0,05 269 494 0,22 11,48 4,3
72h 40.000 |5,41 0,07 389 502 005 955 2,5
Tinza 20.000 (5,66 0,19 219 5,15 0,06 7,08 3,2
40.000 |541 0,15 3,89 533 038 4,68 1,2
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Die EG sinken bei allen Behandlungsmethoden mit fortstdnder Zeit und sind fur die
resistenten Zellen stets hoher als fur die A2780ede Sie spiegeln das aus den Versuchen
mit Liposomen bekannte typische Verhalten des Rmsimodells wider. Fur beide
Tinzaparinbehandlungen ist im Vergleich zu alleemgCisplatin kein Muster erkennbar, das
durch die unterschiedliche Zellzahl oder den Umteesd der Vorinkubation zur

gleichzeitigen Inkubation mit Cisplatin verursaehirde (Tab. 5.11).

Bemerkenswert ist allerdings die starke ZunahmeRlatintoxizitat in Experimenten nach
72 h bei 40.000 Zellen, die mit Tinzaparin vorinlarbwurden. Dort liegt ein halomaximaler
Effekt bei 4,68 umol/L Cisplatin vor, wahrend diadaren beiden Behandlungsmethoden
diesen Effekt erst bei einer deutlich héheren Katagion zwischen 7,76 pmol/L und
11,48 umol/L zeigen. Die Egliegt bei den sensitivierten Zellen fast auf demesdu der
gleich behandelten A2780-Zellen (3,89 pmol/L) uedultiert in einem Resistenzfaktor von
1,2 (Tab. 5.11). Der gewahlte breite experimentalsatz zeigt dabei, wie limitiert dieser
Effekt des Tinzaparin auf das Ansprechen der mmsish Zellen auf Cisplatin ist.Das
verzogerte Eintreten des Effektes nach 72 h kacint mvie bei der liposomalen Formulierung
von Cisplatin teilweise auf eine zeitverzdgerte malfme zuriickgefihrt werden, da fur das
relativ groRBe polyanionische Glykosaminoglykan T&iparin ein Uberschreiten der
Zellmembran sehr unwahrscheinlich ist. Vielmehrdehes sich wahrscheinlich um eine
Aktivierung von Signalkaskaden vom extrazellulaReum aus, die diese Zeit in Anspruch
nehmen. Welcher Art diese Signalwege sind und welklonsequenz letztlich fur die
Sensitivierung verantwortlich ist, gilt es aufzuldéd. Die Tatsache, dass eine gleichzeitige
Inkubation mit Tinzaparin besagte Effekte nicht lasis lasst vermuten, dass eine
Beeinflussung der Zellen durch das Heparin, die @berwindung der Cisplatinresistenz
fuhrt, schon vor dem Kontakt mit dem Zytostatikunfolgt sein muss, um die Zellen zu
sensitivieren. So kénnen aufRerdem direkte Wechdelngen zwischen Tinzaparin und
Cisplatin wie eine veranderte Komplexierung degif4antralatoms oder Ligandenaustausch
hin zu einer in resistenten Zellen wirksameren Fame es bei der Entwicklung der neueren

Platinanaloga vorgenommen wurde, ausgeschlossetemer

Eine weitere Voraussetzung fur die Sensitivierurgf die hohere Zellzahl von
40.000 Zellen/Well. Dies deutet auf eine Beeinflugs von Resistenzmechanismen hin, die
bei einer hoheren Konfluenz der Zellen bzw. im Gaswerband eine Rolle spielen.
Vorstellbar sind Veranderungen bei der Signalwieitiemg Uber Zell-Zell-Kontakte oder bei
Adhasionsvorgangen (CAM-DR).
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5.5.2 Toxizitat des Tinzaparins

Um einen toxischen Effekt des Tinzaparins selbsizaschliel3en, wurde dieser ebenfalls
mittels MTT-assag uberpruft.
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> >
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‘o 8 5 M cw 8 % M
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g Abb. 5.36: Zytotoxizitat von Tinzaparin in A2780- und
2 A2780cis-Zellen nach 247), 48 B) und 72 h C)
> Inkubationszeit mit 40.000 Zellen; die Graphen enig
jeweils exemplarisch einen Versuch in Triplikaten.
© A2780
04 @D A2780cis
- 3 7 % 5 4

log (c) [Tinzaparin] mol/L

Die Versuche wurden mit jeweils 20.000 und 40.080en/Well fiur die Zeitpunkte 24 h,

48 h und 72 h durchgefiihrt (n = 3). Bei keinem fiakt, keiner Zellzahl oder Konzentration
war eine Toxizitdt von Tinzaparin festzustellen.eWan den exemplarisch dargestellten
Graphen (Abb. 5.36) deutlich wird, konnte keinesg&€rmittelt werden. Bei der in Versuchen
mit Cisplatin eingesetzte Konzentration von 7,6%ln(= 50 pg/mL) unterscheiden sich die
tinzaparinbehandelten Zellen nicht signifikant vonbehandelten Zellen. Daher kann ein

synergistischer Toxizitatseffekt des NMH, der siaiit der Cisplatintoxizitat addiert,
ausgeschlossen werden.
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5.5.3 Effluxresistenzen

5.5.3.1 Uberprifung des beschriebenen MDR-Effektes von UFH

Es existieren einzelne Untersuchungen des Einfusse UFH auf eine MDR-abhéangige
Chemoresistenz, die bei Doxorubicin und andererstgaiien grof3en Einfluss hat, fur eine
Cisplatinresistenz jedoch eine untergeordnete Raglelt (Abschnitt 2.1.2). Dabei hat UFH
eine inhibierende Wirkung auf den Efflux von Arzsteffen tber P-GP. Durch Calcein-AM
und Rhodaminl23ssag konnte Uberprift werden, ob das in dieser Arbeiwendete
Tinzaparin ebenfalls ein Inhibitor von MDR-Transjgon ist. Im Hinblick auf weitere
potentiell notwendige Versuche wurden auch doxaiokesistente A2780adr-Zellen
untersucht, die P-GP Uberexprimieren und zusammah den A2780-Zellen ein
Resistenzmodell fur MDR-abhangige Chemoresistenstellen. Aul3erdem wurde neben
Tinzaparin auch Fondaparinux untersucht, um begregventuellen MDR-Inhibition erste

Hinweise auf eine Strukturabhangigkeit des Effekiegrhalten.
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Abb. 5.37: Calcein(-AM)-Efflux (Substratkonzentration: 0,3 plifh) aus A2780-Zellen und A2780adr-Zellen
(27.000 Zellen/Well) in Medium 3 h nach der Inkubatmit einer Verdiinnungsreihe von Fondaparinuxg) oder
Tinzaparin (rechts);gezeigt ist ein Einzelversuahse einer Versuchsreihe mit n = 3.

Fir den getesteten Konzentrationsbereich, der drddparinux zwischen 2,9x%@nol/L und
9,2x10" mol/L und bei Tinzaparin zwischen 7,7<16ol/L und 2,4x18°mol/L liegt,
konnte in allen Experimenten keine Inhibition desalc&in(-AM)-Effluxes in Form eines
Anstiegs der intrazellularen Fluoreszenz festgkstedrden. Die Hintergrundfluoreszenz ist
dabei in A2780adr-Zellen niedriger als in A27801&el(Abb. 5.37).
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Um diese Erkenntnisse abzusichern wurden an derB@skif-Zellen die bekannten P-GP-

Inhibitoren X24 und Verapamil im direkten

getestet.
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Abb. 5.38: Calcein(-AM)-Efflux (Substratkonzentration: 0,3 plthd aus A2780adr-Zellen (27.000 Zellen/Well) in Mem
3 h nach der Inkubation mit einer Verdiunnungsreitre Fondaparinux oder Tinzaparin im Vergleich za d&blierten
Inhibitoren X24 (links) und Verapamil (rechts);ga&gest ein Einzelversuche aus einer Versuchsreilian = 3.

Tab. 5.12:Zusammenfassung dergf@ler P-GP-Inhibitoren in allen Versuchen (n = 3)

A2780adr
- Inkubations- . pICso IC50
Inhibitor Zeit Bedingung MW SE  [MmoliL]
X924 1h KHP 6,66 0,06 0,22
3h Medium 6,48 0,10 0,33
Verapamil 1h KHP 6,13 0,07 0,74
P 3h Medium | 6,01 0,07 098

Der direkte Vergleich mit den im mikro- bzw. nandaren Bereich wirksamen Inhibitoren

X24 und Verapamil (Tab. 5.12) bestatigt, dass inpeexnentellen Ansatz eine P-GP-

Inhibition mdglich ist, jedoch im untersuchten Kenmrationsbereich weder bei Tinzaparin

noch Fondaparinux eintritt (Abb. 5.38).

Auch durchflusszytometrische Untersuchungen, dibenedem Calcein(-AM)- auch den
Rhodamin123-Efflux betrachteten,
Fondaparinux und Tinzaparin (Abb. 5.39 und Tab3p.1

zeigen

keine

inbrlschen  Eigenschaften von
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Abb. 5.39: Durchflusszytometrische Bestimmung der Calcein(-A#iitks) und Rhodamin 123-Akkumulation
(Substratkonzentration jeweils 0,3 umol/L) in A2a80-Zellen (100.000 Zellen/Well) in Medium (Calced) oder KHP-
Puffer (Rhodamin 123) 15 min (Calcein-AM) bzw. 1 th¢@amin 123) nach der Inkubation mit Verdiinnungieneivon

Fondaparinux und Tinzaparin. Gezeigt ist jeweifsEEinzelversuche aus einer Versuchsreihe mit n = 3.

Tab. 5.13: Zusammenfassung derg@er P-GP-Inhibitoren in allen durchflusszytomethisn Versuchen (n = 3)

A2780adr
ions- IC
Inhibitor Inkubqt|ons Detektion P50 IC50
zelt MW SE [umol/L]
X24 15 min Calcein-AM | 6,83 0,07 0,15
1h Rhodamin 123 6,51 0,36 0,31

Die Ergebnisse der Effluxuntersuchungen zeigen lideutdass die Sensitivierung der
Ovarialkarzinomzellen nicht auf einem Mechanismesruht, der mit der MDR assoziiert ist.
Die hochsten getesteten Konzentrationen liegen 218%10* mol/L (Fondaparinux) und
7,7x10° mol/L (Tinzaparin) zehnfach tber der in Versucleémgesetzten Tinzaparinmenge
von 50 pg/mL (7,7xI&mol/L). Die vereinzelt berichtete Beeinflussung déDR durch
UFH muss somit in den in dieser Arbeit durchgeféihriVersuchen als Mechanismus des

sensitivierenden Effekts der NMH abgelehnt werden.

5.5.3.2 Einfluss auf den ATP7A-Efflux

Da der sensitivierende Effekt des Tinzaparin nrafiteinem verminderten MDR-assoziierten
Efflux in Zusammenhang steht, wurde der ebenfall®Abhangige Hauptmechanismus des
Platineffluxes Gber ATP7A getestet.
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A2780 A2780cis
+ cDDP + cDDP + cDDP + cDDP
+ cDbP + Tinza (gl.) + Tinza + cDbP + Tinza (gl.) + Tinza

B-Aktin

Abb. 5.40: ATP7A-Expression nach Behandlung mit 2 pmol/L Gisiplfur 72 h ohne, mit gleichzeitiger Inkubatioteo
mit VVorinkubation von Tinzaparin in A2780-ZellendiA2780cis-Zellen;exemplarische Darstellung eiringednen
Versuchs

Sowohl in resistenten als auch nicht resistenter8820varialkarzinomzellen wird die

Expression von ATP7A durch eine Tinzaparingabe tzlisk zu Cisplatin Gber 72 h nicht
beeinflusst (Abb. 5.40). Es gibt weder einen Umieiesd zwischen mit Tinzaparin
behandelten Zellen und unbehandelten Zellen, naokneUnterschied zwischen einer
gleichzeitigen Inkubation und Vorinkubation. Bezongauf die B-Aktinbanden ist in der

A2780-Zelllinie wahrscheinlich generell mehr ATPA&rhanden. Dies widerspricht dem
Vorhandensein einer Effluxresistenz Uber ATP7A @m desistenten Zellen. Da sich jedoch
keine Beeinflussung durch Tinzaparin zeigte, wudde Versuch nicht wiederholt und

Aussagen zur allgemeinen Expression des Protaidsysirlaufig.

Die Uberwindung einer Effluxresistenz durch Tinzapa Gber prominente mit
Chemoresistenz assoziierte Effluxtransporter wi@HP-oder ATP7A scheint damit hdchst
unwahrscheinlich. Daher wurde im nachsten Schh#rpift, ob eingre-target Resistenz

Uber den Influx iberwunden wird.

5.5.4 Influxresistenz

Wie bei den Cisplatinliposomen wurde auch fur deh&dlung mit Cisplatin und Tinzaparin
die Expression von CTR1 untersucht (Abschnitt 51).4Der Transporter ist hier sogar
entscheidender, da er nicht wie bei liposomalenpl@im, welches den Transporter durch
endozytotische  Aufnahme  umgeht, neben der  passivddiffusion  der

Hauptaufnahmemechanismus des frei vorliegendenstdiifies in die Zelle ist.
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A2780 A2780cis
+ cDDP + cDDP + cDDP + cDDP
+cDDP + Tinza (gl.) + Tinza +cDDP + Tinza (gl.) + Tinza

. ﬂ CTR1

T e—— g
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Abb. 5.41: CTR1-Expression nach Behandlung mit 2 pmol/L Cisplfiti 72 h ohne, mit gleichzeitiger Inkubation odwt
Vorinkubation von Tinzaparin (50 pg/mL) in A27804@a und A2780cis-Zellen;exemplarische Darstelleies einzelnen
Versuchs

Wahrend in den nicht resistenten A2780-Zellen dipression von CTR1 unter Zugabe von
Tinzaparin nahezu unbeeinflusst bleibt, ist in desistenten Zellen eine deutliche Zunahme
zu beobachten (Abb. 5.41; A2780cis, cDDP + Tinza (und cDDP + Tinza). Die
Uberexpression des Transporters ist dabei unabipavmn der Tatsache, ob das NMH
gleichzeitig mit Cisplatin zu den Zellen gegebemdndder eine Vorinkubation tGber Nacht
stattfindet. Wie schon bei den Experimenten mibdipmalem Cisplatin beobachtet liegt die
Expression der nur mit Cisplatin behandelten restsin A2780cis-Zellen unter der der nicht
resistenten Zellen (A2780, cDDP gegeniliber A278@EHP).

Dieser erste Versuch zur Ermittlung des Effektes Vinzaparin auf Influxtransporter zeigt,
dass Tinzaparin anscheinend einen Einfluss auf Egression des Kupfer- und
Cisplatintransporters hat. Dies kdonnte durch enmdtge zellulare Aufnahme ein Grund fur

die sensitivierende Wirkung des NMH sein.

Als nachster Schritt galt es zu zeigen, ob die ltidn der Expression von CTR1
reproduzierbar ist und ob es sich um einen Komlmnaéffekt mit Cisplatin oder einen
alleinigen Effekt des Tinzaparin handelt. Durchesinveranderten Versuchsaufbau konnte
dies Uberpruft und in Bezug zu unbehandelten Zajlesetzt werden. Da die Expression des
Transporters bei beiden Tinzaparin behandelten taaséder resistenten Zellen beeinflusst
wird, die sensitivierende Wirkung (Abschnitt 5.5j&¢loch nur bei den vorinkubierten Zellen

auftritt, wurden im Folgenden nur letztere untehduc
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A2780 A2780cis
unbehandelt * CDDP unbehandelt + Tinza + cDDP + CDDP
+ Tinza + Tinza
CTR1
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Abb. 5.42: CTR1-Expression in unbehandelten und mit Cisplatim@ol/L) und Tinzaparin (50 pg/mL) behandelten
A2780-Zellen, sowie unbehandelten, mit Tinzapasidi |{g/mL) behandelten, mit Cisplatin behandeltenmitdeidem
behandelten A2780cis-Zellen;exemplarische Darsiglkines einzelnen Versuchs
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Abb. 5.43: Relative Quantifizierung der CTR1-Expression (n ®@hittelt durch Auswertung der Pixeldichte (unbeteite
A2780-Zellen = 100 %);die Zellen wurden nicht bethelhoder fir 72 h mit 2 pmol/L Cisplatin beimpfinZaparin wurde
zu 50 pg/mL mit Cisplatin kombiniert oder alleinagesetzt.

Die unbehandelten resistenten Zellen exprimieremigee CTR1 als die unbehandelten
A2780-Zellen (Abb. 5.43, weilRer Balken). Dies zeiuge bei den Versuchen mit liposomalem
Cisplatin, dass die negative Regulierung des Tramsgs Teil der im Zellmodell

vorliegenden Resistenz ist (Abschnitt 5.1.4.1). Bieswirkung des Tinzaparins auf die
Expression von CTR1 ist dabei ein alleiniger Effekts NMH unabhéngig von der

Cisplatinbehandlung. Die Expression steigt in denmit Tinzaparin inkubierten A2780cis-
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Zellen auf Uber 200 % der Expression in unbehaedekllen an (Abb. 5.43, quergestreifter
Balken). Auch bei Kombination mit dem Zytostatikuist der Effekt signifikant zu
beobachten (Abb. 5.43, karierter Balken). Die algg Inkubation der resistenten Zellen mit
Cisplatin bewirkt in dieser Versuchsreihe zusamrmeangimen eine scheinbare Erhéhung der
CTR1-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zelldie sich in den Einzelversuchen
jedoch unterscheidet (Abb. 5.42). Dieser Unterstigenicht signifikant. Verglichen mit den
Ergebnissen vorheriger Versuche, bei denen Cigplallein ebenfalls keine signifikante
Anderung in der CTR1-Expression, aber mit der Temdeur Unterexpression zeigt (Abb.
5.7), hat der reine Wirkstoff hochstwahrscheiniithGegensatz zu Tinzaparin alleine oder in

Kombination keine Auswirkungen.

Hier wird deutlich, dass das NMH eine gravierendsetgxpression des Influxtransporters
verursacht. Diese Antwort tritt im Zeitrahmen voa. €0 h (~ 18 h Vorinkubation + 72 h
Inkubation) auf. Bei einer darauf folgenden Cigpiakubation trifft der Wirkstoff auf eine
resistente Zelle, bei der mehr als doppelt so désl Aufnahmesystems zur Verfiigung steht.
Gleichzeitig hat er ebenfalls eine deutlich gestdsy Toxizitat, wenn die Zellen mit

Tinzaparin behandelt wurden.

5.5.5 Zellulare Aufnahme nach NMH-Behandlung

An dieser Stelle gilt es abzuklaren, ob die intlai@en Platinkonzentrationen als Folge auf

den vermehrt ausgebildeten Influxtransporter agetei

Durch die mehr als doppelt so hohe Expression déglcnfuxtransporters in den resistenten
Zellen als Folge auf eine Inkubation mit Tinzapasimd damit einhergehend hdhere
intrazellulare Platinkonzentrationen zu erwartee, die Sensitivierung funktionell erklaren.

Daher wurde die Cisplatinaufnahme unter dem Eisflless NMH untersucht.
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Abb. 5.44:Intrazellulare Akkumulation von 20 pmol/L Cisplatiber 24 h in resistenten A2780cis-Zellen unter
dem Einfluss einer gleichzeitigen Inkubation oderiakubation mit 50 pg/mL Tinzaparin (durchgezogene
Linie) im Vergleich zu einer alleinigen Cisplatifi@ndlung in A2780- und A2780cis-Zellen (gestrichélinie)

Die intrazellularen Platinkonzentrationen nach egleichzeitigen Tinzaparininkubation und
Tinzaparinvorinkubation unterscheiden sich aucthriah erstaunlicherweise nicht von den
Konzentrationen in resistenten Zellen, die nur @igplatin behandelt wurden (Abb. 5.44,
Vierecke). Sie liegen ebenfalls deutlich unter dbimeau von Cisplatin allein in nicht
resistenten Zellen (Abb. 5.44, Kreise).

Dies steht in starkem Kontrast zu der Influxtranggexpression und verdeutlicht, dass die
starke Beeinflussung von CTR1 durch Tinzaparin sicit funktionell niederschlagt. Eine
Erh6hung der intrazellularen Zytostatikakonzentratkann somit nicht der entscheidende
Mechanismus der Sensitivierung der resistenteredelin. Zum einen korreliert eine erhéhte
Proteinexpression nicht zwangslaufig mit einer méheAktivitat, zum anderen kann bei der
verwendeten Lysemethode nicht zwischen internalesie und membranstandigem
Transporter unterschieden werden. Eine reine Ulneluvig vonpre-targetResistenz durch
NMH ist somit unwahrscheinlich, zumal der Effluxisporter ATP7A unbeeinflusst

exprimiert wird.
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5.5.6 Mdgliche Ursachen der Sensitivierung

Durch die Experimente zum Einfluss von NMH auf dihemoresistenz der A2780-
IA2780cis-Zelllinie  zeigt sich, dass Tinzaparin irder Lage Ist resistente
Ovarialkarzinomzellen fur Cisplatin zu sensitiviereo dass der Wirkstoff anndhernd gleiche
Toxizitat erreicht wie in nicht resistenten Zell&foraussetzungen dafir sind zum einen eine
Vorbehandlung der Zellen fir ca. 18 h sowie eimgdichende Zelldichte von in diesem Fall
40.000 Zellen/Well. Wéahrend der untersuchte Efflamsporter in seiner Expression nicht
verandert wird, induziert Tinzaparin eine starkestéixpression des Influxtransporters CTR1,

der einen der Hauptaufnahmewege von Cisplatin elfirst

Als mdgliche Ursache liegt zunachst eine Bindung.bEomplexierung von zweiwertigem
Kupfer an Tinzaparin nahe, wie sie fir Heparin @$yanionisches Polysaccharid schon in
der Literatur beschrieben & Als Reaktion auf eine Kupferdepletion wiirde diell&e
kompensatorisch den Transporter verstarkt exprenierEine Bindung konnte mittels

isothermaler Titrationskalorimetrie gezeigt werdabb. 5.45A).

A B
unbehandelt Tinza
] —  S— CTR1
5 A2780
E . ' A (-Aktin
8 * 'LL P g
R ﬂ”ﬂﬂmﬂ“ﬂ“W’Wﬂ’mm”Wﬂwmm
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Abb. 5.45: A: Reprasentative isothermale kalorimetrische Titration Tinzaparin (0,05 mmol/L) mit Kupfersulfat-
pentahydrat (30 mmol/L) mit 50 Einzelinjektiones &leizleistung pro ZeiB: CTR1-Expression von unbehandelten und
mit 50 pg/mL Tinzaparin behandelten A2780- und AR48-Zellen; exemplarische Darstellung eines eme@NMersuchs

Bei den ersten drei Injektionen ist jeweils ein @hérmer Ausschlag der Titration zu
beobachten, welche von exothermen Peaks abnehmletelesitat bis zum Ende der Titration

gefolgt werden und die endothermalen Peaks sichtlarlappen (Abb. 5.45A). Der
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endotherme Vorgang, der eine Bindung von Tinzapaan Kupfer oder eine
Konformationsanderung darstellen kann, erreichit Bgide bei der achten Injektion, nach der
ein Stoffmengenverhéltnis von Kupfer zu Tinzapavion ca. 13:1 vorliegt. Auf welche
chemischen Vorgange die endothermen und exothewsschlage zurtckzufihren sind,
wurde nicht weiter untersucht. Tatsache ist jeddelss eine Interaktion von Tinzaparin und
Kupfer stattfindet, da bei Gegenproben mit den &mumstanzen keine Ausschlage zu
verzeichnen waren (Graphen nicht gezeigt). Dabecheint eine Komplexbildung am

wahrscheinlichsten.

Trotz dieser Erkenntnisse kann eine Kupferdepletiarht die alleinige Ursache fir eine
Uberexpression des CTR1 sein, weil diese nur beirdsistenten Zellen zu beobachten ist
(Abb. 5.45B). Die nicht resistenten Zellen reagiet@ngegen nicht verstarkt auf eine
Tinzaparininkubation bzw. einen damit einhergehendé@pferentzug. Eine sekundare
Entwicklung des Ruckkopplungsmechanismus aufgruod Mutationen in lediglich den
A2780cis-Zellen ist aufgrund der physiologischen niion des Transporters zur
Aufrechterhaltung der Kupferhombostase auch in tniobntarteten Zellen eher

unwahrscheinlich.

AuRerdem tragt eine potentielle Kupferdepletion kieinem Fall zur Uberwindung der
Chemoresistenz bei, da wie in vorigem Abschnitt chasben die intrazellularen
Platinkonzentrationen trotz einer erhohten CTR1fEggion jeglicher Ursache nicht

beeinflusst werden.

Es scheinen somit schon vor Zugabe der eigenttixis¢chen Substanz durch das Tinzaparin
Veranderungen in der Zelle bewirkt zu werden, diéhrer Konsequenz die Chemoresistenz
beeinflussen. Da der Weg einer Expressionserhdlesginfluxtransporters, der durch das
extrazellular vorliegende NMH angestol3en wird, tlber eine Signalibertragung von auf3en
nach innen zum Zellkern laufen kann und sich vort das durch Transkription/Translation
entsprechender DNA-Abschnitte/mRNA als Proteinesgian in der Zellmembran auf3ert, ist
die herbeigefihrte Expressionsanderung vielmehAereiger dafur, dass Tinzaparin in der
Lage ist, Einfluss auf intrazellular ablaufende kaden und die Genexpression zu haben.
Diese sind vermutlich die eigentliche Ursache fig dberwindung der Chemoresistenz der
A2780cis-Zellen.
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5.6 Veradnderungen auf Transkriptionsebene durch Tinzapan

Um oben beschriebene These zu dberpriufen, dassh ddinzaparin  bedingte
Expressionsanderungen ein Indikator flr eine B&esafing der Genexpression sind, wurde
wie fur die liposomale Cisplatinformulierung mRNAxtehiert und an der Universitat
Dusseldorf ein gne arrayExperiment durchgefuhrt (Kapitel 4.11 und 5.2) bBiawurde die
bereits ermittelte Resistenzsignatur des Zellmedeilt einer Behandlung der resistenten
Zellen mit Tinzaparin verglichen. Die Untersuchumgr isolierten RNA sowie die

Auswertung der Daten wurde erneut von Herrn PDHans-Dieter Royer durchgefuhrt.

nicht dbereinstimmend ahnlich Ubereinstimmed

KW/ /////// /78

Abb. 5.46: Anzahl der regulierten Gene; links, schwarz: DuFatzaparin beeinflusste Gene in resistenten Zglieks,
grau: Gene der Resistenzsignatur; mittig: Teilwéisereinstimmende bei beiden Vergleichen reguliégge; rechts:
Ubereinstimmende bei beiden Vergleichen reguliéeeae

Die Expressionsanalyse zeigt, dass in Tinzapatmamdelten resistenten A2780-Zellen 2978
Gene in ihrer Expressioryt off 2)durch die Behandlung mit dem NMH beeinflusst deer
(Abb. 5.46, links, schwarzer Balken). Dabei handslsich um eine unerwartet hohe Anzahl,
die verdeutlicht, wie massiv sich das Genexpressmuster durch eine Behandlung mit dem
NMH verandert. Zum Vergleich liegen in unbehandeltesistenten Zellen im Vergleich zu
unbehandelten A2780-Zellen 1114 Gene positiv odgyativ reguliert vor, die somit sehr
wahrscheinlich mit der Chemoresistenz assoziied §Abb. 5.46, links, grauer Balken). Zur
weiteren Eingrenzung, welche durch Tinzaparin Heesten Gene gleichzeitig mit der
Chemoresistenz in Zusammenhang stehen, wurden HiddeGene der Resistenzsignatur mit
den veranderten Genen nach einer Tinzaparinbehamderglichen. Dabei stellt sich heraus,
dass 375 Gene ubereinstimmen, es sich also umt&esgiene handelt, die direkt nur durch
eine Inkubation der Zellen mit Tinzaparin in ihEpression moduliert werden (Abb. 5.46,

rechts).

Dies verdeutlicht, dass das NMH eine deutlich gréfetrazellulare Antwort herbeifihrt als
lediglich eine  Uberexpression des InfluxtranspertetCTR1. Es st dadurch
hochstwahrscheinlich, dass die Uberwindung der |&@ispesistenz der A2780cis-Zellen tiber
eines oder verschiedene dieser 375 Gene und deo&ire vermittelt wird. Es wird zudem

offensichtlich, dass das Tinzaparin weit Uber digomnboseassoziierten gunstigen
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Tumorwirkungen hinaus eine ,Umprogrammierung” desistenten Zelle bewirkt, bei der die
Sensitivitat gegentber Cisplatin zunimmt. Welchet diese ,Umprogrammierung® ist und
welche die direkten Wechselwirkungspartner des dpazin sind, die sensitivierende Signale
in die Zelle senden, die letztlich zur ExpressiaeroRepression von Proteinen fuhren, die
eine effektive Wirkung des Cisplatin ermdglicherdwomit die Chemoresistenz tberwinden,
gilt es festzustellen.

Erste Erkenntnisse deuten auf eine proteoglykanttefte Sensitivierung hin, deren
Aufklarung Gegenstand nachfolgender aktueller Adweiist. Dabei gilt es konkrete
Wechselwirkungspartner des Tinzaparins zu findew umtrazellulare Apoptose- bzw.
Resistenzsignalwege zu identifizieren, die den iesa&t Arbeit herausgearbeiteten Effekt
ausiiben. AuRerdem stellt sich die Frage nach derttdigbarkeit auf andere Heparine oder

Heparinderivate, Zelllinien unid vivo-Bedingungen.
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6 Zusammenfassung

Diese Arbeit bestétigt die Erkenntnisse aus vorgaggenen Forschungsergebnissen, dass die
verwendeten cisplatinhaltigen Liposomen ein geagg8ystem sind, um die Chemoresistenz
der A2780cis-Zelllinie effektiv zu umgehen. Diessigat erstaunlicherweise nicht auf einer
reinen Transportfunktion der Liposomen, wie sieaschielfach beschrieben ist, sondern auf
einem liposomenspezifischen Wirkmechanismus degesthlossenen Cisplatins. Dabei wird
der intrinsische Apoptosesignalweg umgangen undddstibung des zytotoxischen Effektes
des Cisplatin auf den extrinsischen Signalweg geria Da hier gezeigt werden konnte, dass
die Chemoresistenz der Ovarialkarzinomzellen zeraigro3en Teil auf Verdnderungen im
intrinsischen Signalweg beruht, wirkt liposomalasplatin auf dem extrinsischen Weg mit
der gleichen Effizienz wie freier Wirkstoff in nichesistenten Zellen. Dieser Effekt zeigt sich
deutlich auf der Ebene der Transkription, Protgmession und Funktionalitat der

Effektorcaspasen des intrinsischen und extrinsisépoptoseweges.

In vivo haben die Cisplatinliposomen gute Verteilungsesghaften, die durch eine
Targeterung mit Holotransferrin noch weiter verbesseetaen kann. Doch trotz einer hohen
Anreicherung im Tumorgewebe und nicht nachweisblamezfristiger systemischer Toxizitat
kann eine Stagnation oder Verkleinerung der Tunmmacat nachgewiesen werden. Diesem
liegt vermutlich eine Freisetzungsproblematik aes diposomen zugrunde, da fiir vivo
wirksame Liposomen (Lipoplatin™) (ber die Expressiwon Apoptoseproteinen ein
vergleichbarer Wirkmechanismus in dieser Arbeit ejgiz werden konnte. Eine weitere
Limitierung der liposomalen Formulierung stellt dpb3-Abhangigkeit dar, die durch
Genexpressionsanalysen und den Vergleich mit @b&mutierten Zelllinie herausgearbeitet

werden konnte.

Durch Untersuchungen mit dem NMH Tinzaparin konrgbenfalls ein Teil der

Chemoresistenz im vorliegenden Zellmodell aufgdzegrden, der im Gewebeverband eine
groRere Rolle spielt als die Umgehung von Apoptesgm. Das NMH bewirkt dabei eine

Sensitivierung der resistenten Zellen, welche nézh bei einer groReren Zellzahl in ihrem
Ausmald mit dem Liposomeneffekt vergleichbar istkBisnte hier zum ersten Mal der starke
Effekt von Tinzaparin auf den Influxtransporter CI'Bezeigt werden, der als Konsequenz
auf eine Vorinkubation mit dem Antikoagulans inisesnten Zellen stark Uberexprimiert
wird. Erstaunlicherweise sind nicht gesteigerterairgllulare Platinkonzentrationen die

Ursache fir die Uberwindung der Resistenz. Auch &usammenhang mit dem
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Cisplatinefflux und MDR-Ph&nomenen kann erfolgreactsgeschlossen werden. Vielmehr ist
die starke Regulierung des Influxtransporters dikyé& einer ganzen Reihe durch Tinzaparin
ausgeloster Prozesse, die sich auch in der Traiskrivon Genen widerspiegelt. Hierbei
kénnen vorlaufig 375 Gene identifiziert werden, digch Tinzaparin beeinflusst werden und

mit der Chemoresistenz des Zellsystems assoziiett s

Wenn es geldnge Tinzaparin und auch andere Vartdeteniedermolekularen Heparin als
sensitizer zu charakterisieren, wirde dies den Kklinischenolgrfeiner Behandlung mit

Heparinen wahrend einer Chemotherapie bestatigegbemN der protektiven Wirkung

gegeniber thromboembolischen und metastatischemgnigsen konnten auch andere
Faktoren als Wirkmechanismen herausgestellt werdeh somit eine Perspektive fur die
Behandlung von Krebspatienten darstellen, die neeem erhdhten Thromboserisiko auch
resistente Tumore aufweisen. Dabei wéare es zudéemessant, herauszuarbeiten, ob die
beiden Wirkmechanismen der Cisplatinliposomen uesl miedermolekularen Heparins sich
bei gleichzeitiger Anwendung synergistisch verhaltend der sensitivierende Effekt noch

verstarkt werden kann.



177
Literaturverzeichnis

7 Literaturverzeichnis

10.

11.

12.

13.

14.

Siegel, R. L., Miller, K. D. & Jemal, A. Cancstatistics, 2015CA. Cancer J. CIir&5,
5-29 (2015).

Forman, D., Bray, F., Brewster, D., Gombe Mbaaw., Kohler, B., Pineros, M.,
Steliarova-Foucher, E., Swaminathan, R. & Ferlay,Cancer Incidence in Five
Continents, Vol. X. IARC Scientific Publicationo.NL64.unter: http://ci5.iarc.fr/CI5I-
X/old/vol10%5CCI5vol10.pdf (abgerufen am 24.07.2015

Lowe, K. A., Chia, V. M., Taylor, A., O'MalleyC., Kelsh, M., Mohamed, M., Mowat,
F. S. & Goff, B. An international assessment ofr@aacancer incidence and mortality.
Gynecol. Oncol30,107-114 (2013).

Brucks, J. A. Ovarian cancer. The most lethategplogic malignancyNurs. Clin.
North Am27,835-845 (1992).

Kurman, R. J. & Shih, I.-M. The origin and patleaesis of epithelial ovarian cancer: a
proposed unifying theoryAm. J. Surg. Pathd4,433-443 (2010).

Cho, K. R. & Shih, I.-M. Ovarian cancémnu. Rev. Patheal, 287-313 (2009).

Stewart, L. & Advanced Ovarian Cancer Triali@oup. Chemotherapy for advanced
ovarian cancer. Advanced Ovarian Cancer Trialistsu@. Cochrane Database Syst.
Rev.CD001418 (2000). doi:10.1002/14651858.CD001418

Fung-Kee-Fung, M., Oliver, T., Elit, L., Oza,,Adirte, H. W. & Bryson, P. Optimal
chemotherapy treatment for women with recurrentriamacancer.Curr. Oncol. Tor.
Ontl4,195-208 (2007).

Davis, A., Tinker, A. V. & Friedlander, M. ‘Plaum resistant’ ovarian cancer: what is
it, who to treat and how to measure bendfhecol. Oncol33,624-631 (2014).

Soussi, T. & Wiman, K. G. TP53: an oncogeneligguise.Cell Death Differ.(2015).
doi:10.1038/cdd.2015.53

Galluzzi, L., Senovilla, L., Vitale, I., Michel J., Martins, I., Kepp, O., Castedo, M. &
Kroemer, G. Molecular mechanisms of cisplatin tesise. Oncogendl, 1869-1883
(2012).

Krieger, M. L., Eckstein, N., Schneider, V., & M., Royer, H.-D., Jaehde, U. &
Bendas, G. Overcoming cisplatin resistance of awarcancer cells by targeted
liposomes in vitrolnt. J. Pharm389,10-17 (2010).

Rosenberg, B., Van Camp, L. & Krigas, T. Intidsni of Cell Division in Escherichia
coli by Electrolysis Products from a Platinum Eftede.Nature205,698—-699 (1965).

Rosenberg, B., Vancamp, L., Trosko, J. E. & 8tam, V. H. Platinum Compounds: a
New Class of Potent Antitumour Agenkéature?222,385-386 (1969).



178

Literaturverzeichnis

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Peyrone, M. Ueber die Einwirkung von Ammoniakf &latinchlortr. Ann. Chem.
Pharm55,205-213 (1845).

Kauffman, G. B., Pentimalli, R., Doldi, S. & HaV. D. Michele Peyrone (1813-1883),
Discoverer of CisplatirPlatin. Met. Rew4, 250-256 (2010).

Kelland, L. The resurgence of platinum-basetteachemotherapyat. Rev. Cancé,
573-584 (2007).

Bracher, F., Heisig, P., Langguth, P., Mutsgtie, Ricker, G., Schirmeister, T., Scriba,
G. K. E., Stahl-Biskup, E., Troschitz, R., Seitz,, @ Wissenschaftliche
Verlagsgesellschaft mbH.  Arzneibuch-Kommentar (Wissenschatftliche
Verlagsgesellschaft, 2015).

Williams, C. J. & Whitehouse, J. M. Cis-platinua new anticancer ageit. Med. J1,
1689-1691 (1979).

Harrap, K. R. Preclinical studies identifyingrlzoplatin as a viable cisplatin alternative.
Cancer Treat. Re¥2 Suppl A,21-33 (1985).

Raymond, E., Faivre, S., Chaney, S., Woynargwkk& Cvitkovic, E. Cellular and
molecular pharmacology of oxaliplatiklol. Cancer Thed., 227-235 (2002).

Gordon, A. N., Tonda, M., Sun, S., Rackoff, & Doxil Study 30-49 Investigators.
Long-term survival advantage for women treated \pitlgylated liposomal doxorubicin
compared with topotecan in a phase 3 randomizedly stfi recurrent and refractory
epithelial ovarian canceGynecol. Oncof5, 1-8 (2004).

Townsend, D. M., Shen, H., Staros, A. L., Gate,& Tew, K. D. Efficacy of a
glutathione S-transferase pi-activated prodruglatiqum-resistant ovarian cancer cells.
Mol. Cancer Thefl, 1089-1095 (2002).

Plumb, J. A., Strathdee, G., Sludden, J., K&eB. & Brown, R. Reversal of drug
resistance in human tumor xenografts by 2’-deoxaz&eytidine-induced demethylation
of the hMLH1 gene promoteCancer Re$0, 6039-6044 (2000).

Collins, I. & Workman, P. New approaches toesalar cancer therapeutiééat. Chem.
Biol.2, 689—-700 (2006).

Coluccia, M. & Natile, G. Trans-platinum comy#e in cancer therapyAnticancer
Agents Med. Chem,.111-123 (2007).

Tacka, K. A., Szalda, D., Souid, A.-K., Good&smJ. & Dabrowiak, J. C. Experimental
and theoretical studies on the pharmacodynamicsspfatin in jurkat cellsChem. Res.
Toxicol17,1434-1444 (2004).

Yotsuyanagi, T., Usami, M., Noda, Y. & Nagalth, Computational consideration of
cisplatin hydrolysis and acid dissociation in aqueanmedia: effect of total drug
concentrationdnt. J. Pharm246,95-104 (2002).

Appleton, T. G., Hall, J. R., Ralph, S. F. &nhmpson, C. S. M. NMR study of acid-base
equilibria and other reactions of ammineplatinunmptexes with agua and hydroxo
ligands.Inorg. Chen28,1989-1993 (1989).



179
Literaturverzeichnis

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Stauber, T. & Jentsch, T. J. Chloride in vdaictrafficking and functionAnnu. Rev.
Physiol75, 453-477 (2013).

Damaghi, M., Wojtkowiak, J. W. & Gillies, R. gH sensing and regulation in cancer.
Front. Physiol, 370 (2013).

More, S. S., Akil, O., lanculescu, A. G., Geier G., Lustig, L. R. & Giacomini, K. M.
Role of the copper transporter, CTR1, in platinunddiced ototoxicityJ. Neurosci. Off.
J. Soc. Neurosd@0, 9500-9509 (2010).

Harrach, S. & Ciarimboli, G. Role of transpeostén the distribution of platinum-based
drugs.Front. Pharmacob, 85 (2015).

Puig, S., Lee, J., Lau, M. & Thiele, D. J. Biemical and genetic analyses of yeast and
human high affinity copper transporters suggestoaserved mechanism for copper
uptake.J. Biol. ChenR77,26021-26030 (2002).

Abada, P. & Howell, S. B. Regulation of Cispiatytotoxicity by cu influx transporters.
Met.-Based Drug&010,317581 (2010).

Kuo, M. T., Fu, S., Savaraj, N. & Chen, H. H. Role of the human high-affinity
copper transporter in copper homeostasis regulatiah cisplatin sensitivity in cancer
chemotherapyCancer Reg2,4616-4621 (2012).

Howell, S. B., Safaei, R., Larson, C. A. & 8ailM. J. Copper transporters and the
cellular pharmacology of the platinum-containinghear drugs.Mol. Pharmacol77,
887-894 (2010).

Sinani, D., Adle, D. J., Kim, H. & Lee, J. Digit mechanisms for Ctrl-mediated copper
and cisplatin transpord. Biol. Chen82,26775-26785 (2007).

Burger, H., Zoumaro-Djayoon, A., Boersma, A. M/, Helleman, J., Berns, E. M. J. J.,
Mathijssen, R. H. J., Loos, W. J. & Wiemer, E. a.Differential transport of platinum
compounds by the human organic cation transpor@CT2 (hSLC22A2).Br. J.
Pharmacol159,898-908 (2010).

Wensing, K. U. & Ciarimboli, G. Saving ears aidneys from cisplatinAnticancer
Res33,4183-4188 (2013).

Ahmed, Z., Deyama, Y., Yoshimura, Y. & SuzuKi, Cisplatin sensitivity of oral
squamous carcinoma cells is regulated by Na+,K+asEPactivity rather than copper-
transporting P-type ATPases, ATP7A and ATP@ancer Chemother. Pharmadsg,
643-650 (2009).

Schneider, V., Krieger, M. L., Bendas, G., #lsehJ. & Kalayda, G. V. Contribution of
intracellular ATP to cisplatin resistance of tuncetls.J. Biol. Inorg. Chem. JBIC Publ.
Soc. Biol. Inorg. Cherh8,165-174 (2013).

Inesi, G., Pilankatta, R. & Tadini-Buoninseghi, Biochemical characterization of P-
type copper ATPaseBiochem. #163,167-176 (2014).

Polishchuk, R. & Lutsenko, S. Golgi in coppenteostasis: a view from the membrane
trafficking field. Histochem. Cell Biol40,285-295 (2013).



180

Literaturverzeichnis

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

Borst, P., Evers, R., Kool, M. & Wijnholds, A. family of drug transporters: the
multidrug resistance-associated proteths\atl. Cancer Ins®2,1295-1302 (2000).

Xing, L., Hu, Y. & Lai, Y. Advancement of striuce-activity relationship of multidrug
resistance-associated protein 2 interactidd?S J11,406—-413 (2009).

Chen, H. H. W. & Kuo, M. T. Role of glutathione the regulation of Cisplatin
resistance in cancer chemotherddet.-Based Drug&010,(2010).

el-Khateeb, M., Appleton, T. G., Gahan, L. Rharles, B. G., Berners-Price, S. J. &
Bolton, A. M. Reactions of cisplatin hydrolytes wimethionine, cysteine, and plasma
ultrafiltrate studied by a combination of HPLC amMR techniques.J. Inorg.
Biochem77,13-21 (1999).

Ramachandran, S., Temple, B. R., Chaney, & Bokholyan, N. V. Structural basis
for the sequence-dependent effects of platinum-Dadiucts.Nucleic Acids Re37,
2434-2448 (2009).

Dasari, S. & Tchounwou, P. B. Cisplatin in eGantherapy: molecular mechanisms of
action.Eur. J. Pharmaco¥40,364-378 (2014).

Eastman, A. The formation, isolation and chiarazation of DNA adducts produced by
anticancer platinum complexd3harmacol. TheB4,155-166 (1987).

Marques, M. P. M., Gianolio, D., Cibin, G., Tamson, J., Parker, S. F., Valero, R.,
Pedro Lopes, R. & Batista de Carvalho, L. A. E. Alecular view of cisplatin’s mode

of action: interplay with DNA bases and acquiresis@ncePhys. Chem. Chem. Phys.
PCCPL7,5155-5171 (2015).

Wu, Y., Pradhan, P., Havener, J., Boysen, @enberg, J. A., Campbell, S. L. &
Chaney, S. G. NMR solution structure of an oxatipld,2-d(GG) intrastrand cross-link
in a DNA dodecamer dupled. Mol. Biol341,1251-1269 (2004).

Donahue, B. A., Augot, M., Bellon, S. F., TeipD. K., Toney, J. H., Lippard, S. J. &
Essigmann, J. M. Characterization of a DNA damagegnition protein from
mammalian cells that binds specifically to intrastt d(GpG) and d(ApG) DNA adducts
of the anticancer drug cisplatiBiochemistry (Mosc2P, 5872-5880 (1990).

Fink, D., Aebi, S. & Howell, S. B. The role DNA mismatch repair in drug resistance.
Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. CancerRés6 (1998).

Chaney, S. G. & Vaisman, A. Specificity of plam-DNA adduct repairJ. Inorg.
Biochem77,71-81 (1999).

Huang, J. C., Zamble, D. B., Reardon, J. Tppard, S. J. & Sancar, A. HMG-domain
proteins specifically inhibit the repair of the mapDNA adduct of the anticancer drug
cisplatin by human excision nucleag®goc. Natl. Acad. Sci. U. S. %, 10394-10398
(1994).

Jordan, P. & Carmo-Fonseca, M. Cisplatin irthibynthesis of ribosomal RNA in vivo.
Nucleic Acids Re26,2831-2836 (1998).



181
Literaturverzeichnis

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Damia, G., Filiberti, L., Vikhanskaya, F., Gsssa, L., Taya, Y., D’incalci, M. &
Broggini, M. Cisplatinum and taxol induce differgpatterns of p53 phosphorylation.
Neoplasia N. Y. 8/ 10-16 (2001).

Zhao, H. & Piwnica-Worms, H. ATR-mediated chemkt pathways regulate
phosphorylation and activation of human Chikibl. Cell. Biol21,4129-4139 (2001).

Alarcon-Vargas, D. & Ronai, Z. ’ev. p53-Mdm2et affair that never ends.
Carcinogenesia3, 541-547 (2002).

Jayaraman, L., Moorthy, N. C., Murthy, K. G.aMey, J. L., Bustin, M. & Prives, C.
High mobility group protein-1 (HMG-1) is a uniquetaator of p53.Genes DeWl.2,
462-472 (1998).

Gonzalez, V. M., Fuertes, M. A., Alonso, C. &r€z, J. M. Is cisplatin-induced cell
death always produced by apoptoddl. Pharmacob9, 657-663 (2001).

Kerr, J. F., Wyllie, A. H. & Currie, A. R. Aptgsis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kineti@&.. J. Cance26,239-257 (1972).

Giampietri, C., Starace, D., Petrungaro, Slipgini, A. & Ziparo, E. Necroptosis:
molecular signalling and translational implicationat. J. Cell Biol2014, 490275
(2014).

Mohammad, R. M., Mugbil, I., Lowe, L., Yedjo@,, Hsu, H.-Y., Lin, L.-T., Siegelin,
M. D., Fimognari, C., Kumar, N. B., Dou, Q. P., YaiH., Samadi, A. K., Russo, G. L.,
Spagnuolo, C., Ray, S. K., Chakrabarti, M., MotteD., Coley, H. M., Honoki, K.,

Fujii, H., Georgakilas, A. G., Amedei, A., Niccalak., Amin, A., Ashraf, S. S,,
Helferich, W. G., Yang, X., Boosani, C. S., Guha, 8hakta, D., Ciriolo, M. R.,

Aquilano, K., Chen, S., Mohammed, S. I., Keith, W., Bilsland, A., Halicka, D.,

Nowsheen, S. & Azmi, A. S. Broad targeting of resise to apoptosis in canc&emin.

Cancer Biol.(2015). doi:10.1016/j.semcancer.2015.03.001

Carew, J. S., Kelly, K. R. & Nawrocki, S. T. thphagy as a target for cancer therapy:
new development£ancer Manag. Re4, 357-365 (2012).

Maiuri, M. C., Zalckvar, E., Kimchi, A. & Kroeen, G. Self-eating and self-killing:
crosstalk between autophagy and apoptd&s. Rev. Mol. Cell BidB, 741-752 (2007).

Chao, D. T. & Korsmeyer, S. J. BCL-2 familyguéators of cell deathAnnu. Rev.
Immunoll16,395-419 (1998).

Chao, D. T. & Korsmeyer, S. J. BCL-2 familyguéators of cell deathAnnu. Rev.
Immunoll6,395-419 (1998).

Rolland, S. G. & Conradt, B. New role of thelBXamily of proteins in the regulation
of mitochondrial dynamicgurr. Opin. Cell Biol22,852-858 (2010).

Del Bello, B., Valentini, M. A., Zunino, F., @porti, M. & Maellaro, E. Cleavage of
Bcl-2 in oxidant- and cisplatin-induced apoptosi$ lbuman melanoma cells.
Oncogeng0, 4591-4595 (2001).



182

Literaturverzeichnis

73.

74.

75.

76.

17.
78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Billen, L. P., Shamas-Din, A. & Andrews, D. \Bid: a Bax-like BH3 protein.
Oncogeng7 Suppl 1,S93-104 (2008).

Kantari, C. & Walczak, H. Caspase-8 and bidigtd in the act between death receptors
and mitochondriaBiochim. Biophys. Act813,558-563 (2011).

Olsson, M., Vakifahmetoglu, H., Abruzzo, P. NHpgstrand, K., Grandien, A. &
Zhivotovsky, B. DISC-mediated activation of caspdsén DNA damage-induced
apoptosisOncogen28, 1949-1959 (2009).

Yuan, S. & Akey, C. W. Apoptosome structuresemsbly, and procaspase activation.
Struct. Lond. Engl. 1923 ,501-515 (2013).

Kuida, K. Caspase-t. J. Biochem. Cell Bid2,121-124 (2000).

Beere, H. M., Wolf, B. B., Cain, K., Mosser, D., Mahboubi, A., Kuwana, T., Tailor,
P., Morimoto, R. I, Cohen, G. M. & Green, D. R. dtshock protein 70 inhibits
apoptosis by preventing recruitment of procaspase-the Apaf-1 apoptosoméat.
Cell Biol.2, 469-475 (2000).

Budhidarmo, R. & Day, C. L. IAPs: Modular regidrs of cell signallingSemin. Cell
Dev. Biol39,80-90 (2015).

Pruefer, F. G., Lizarraga, F., Maldonado, Wi&lendez-Zajgla, J. Participation of Omi
Htra2 serine-protease activity in the apoptosisuced by cisplatin on SW480 colon
cancer cellsJ. Chemother. Florence Ité29, 348—354 (2008).

Sessler, T., Healy, S., Samali, A. & Szegegdi,Structural determinants of DISC
function: new insights into death receptor-mediadgaptosis signallingPharmacol.
Ther140,186-199 (2013).

Roos, W., Baumgartner, M. & Kaina, B. Apoptosiggered by DNA damage O6-
methylguanine in human lymphocytes requires DNAicafion and is mediated by p53
and Fas/CD95/Apo-1Oncogeni3, 359-367 (2004).

Mdaller, M., Wilder, S., Bannasch, D., Israéli, Lehlbach, K., Li-Weber, M., Friedman,
S. L., Galle, P. R., Stremmel, W., Oren, M. & KraemmP. H. p53 activates the CD95
(APO-1/Fas) gene in response to DNA damage by amter drugsJ. Exp. MedL88,
2033-2045 (1998).

Park, H. H., Lo, Y.-C., Lin, S.-C., Wang, L.aNg, J. K. & Wu, H. The death domain
superfamily in intracellular signaling of apoptosesd inflammation.Annu. Rev.
Immunol25,561-586 (2007).

Salomoni, P. & Khelifi, A. F. Daxx: death omsgival protein?Trends Cell Bioll6, 97—
104 (2006).

Mahmood, Z. & Shukla, Y. Death receptors: tegg®r cancer therapyexp. Cell
Res316,887-899 (2010).

Dickens, L. S., Powley, I. R., Hughes, M. A.MacFarlane, M. The ‘complexities’ of
life and death: death receptor signalling platfarresp. Cell Re818, 1269-1277
(2012).



183
Literaturverzeichnis

88. Schleich, K., Krammer, P. H. & Lavrik, I. N. @hchains of death: a new view on
caspase-8 activation at the DISTIl Cycle Georget. T@®,193-194 (2013).

89. Safa, A. R. c-FLIP, a master anti-apoptotiatagr.Exp. Oncol34,176-184 (2012).

90. Salvesen, G. S. & Walsh, C. M. Functions ofpeas 8: the identified and the
mysteriousSemin. Immund6, 246-252 (2014).

91. Siakavellas, S. I., Sfikakis, P. P. & Bamias, The TL1A/DR3/DcR3 pathway in
autoimmune rheumatic diseases. Semin. Arthritis Rheum. (2015).
doi:10.1016/j.semarthrit.2015.02.007

92. Saitoh, T., Nakayama, M., Nakano, H., Yagita, Hamamoto, N. & Yamaoka, S.
TWEAK induces NF-kappaB2 p100 processing and l@sting NF-kappaB activation.
J. Biol. Chen®78,36005-36012 (2003).

93. Winkles, J. A., Tran, N. L. & Berens, M. E. TWEK and Fnl14: new molecular targets
for cancer therapy@ancer Let235,11-17 (2006).

94. Kuang, J., He, G., Huang, Z., Khokhar, A. RSigldik, Z. H. Bimodal effects of 1R,2R-
diaminocyclohexane(trans-diacetato)(dichloro)platilV) on cell cycle checkpoints.
Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. CancerR8829-3639 (2001).

95. Shapiro, G. I., Edwards, C. D., Ewen, M. E. 8lIRs, B. J. p16INK4A participates in a
G1 arrest checkpoint in response to DNA damggg. Cell. Biol18,378-387 (1998).

96. Delmastro, D. A., Li, J., Vaisman, A., Solle,, @ Chaney, S. G. DNA damage
inducible-gene expression following platinum treafrhin human ovarian carcinoma
cell lines.Cancer Chemother. Pharmacg®, 245—-253 (1997).

97. Wang, X., Martindale, J. L. & Holbrook, N. Jeduirement for ERK activation in
cisplatin-induced apoptosid. Biol. ChenR75,39435-39443 (2000).

98. Dent, P. & Grant, S. Pharmacologic interruptidrihe mitogen-activated extracellular-
regulated kinase/mitogen-activated protein kinageas transduction pathway: potential
role in promoting cytotoxic drug actiolin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer
Res7, 775-783 (2001).

99. Persons, D. L., Yazlovitskaya, E. M. & Pelling, C. Effect of extracellular signal-
regulated kinase on p53 accumulation in responseidplatin. J. Biol. ChenR75,
35778-35785 (2000).

100. Gong, J. G., Costanzo, A., Yang, H. Q., MeliGo, Kaelin, W. G., Levrero, M. &
Wang, J. Y. The tyrosine kinase c-Abl regulates pi78poptotic response to cisplatin-
induced DNA damagéNature399,806—809 (1999).

101. Pines, A., Kelstrup, C. D., Vrouwe, M. G., ¢uart, J. C., Typas, D., Misovic, B., de
Groot, A., von Stechow, L., van de Water, B., DartenH. J., Vrieling, H., Mullenders,
L. H. F. & Olsen, J. V. Global phosphoproteome piraj reveals unanticipated
networks responsive to cisplatin treatment of embity stem cellsMol. Cell. Biol31,
4964-4977 (2011).



184
Literaturverzeichnis

102. Miyajima, A., Nakashima, J., Yoshioka, K., hé@na, M., Tazaki, H. & Murai, M.
Role of reactive oxygen species in cis-dichlorodianeplatinum-induced cytotoxicity
on bladder cancer cellBr. J. Cancer6,206—-210 (1997).

103. Siddik, Z. H. Cisplatin: mode of cytotoxic iact and molecular basis of resistance.
Oncogen@2,7265-7279 (2003).

104. Rafii, A., Mirshahi, P., Poupot, M., FaussatM., Simon, A., Ducros, E., Mery, E.,
Couderc, B., Lis, R., Capdet, J., Bergalet, J.,rleue D., Dagonnet, F., Fournie, J.-J.,
Marie, J.-P., Pujade-Lauraine, E., Favre, G., Sodia& Mirshahi, M. Oncologic
trogocytosis of an original stromal cells inducé®moresistance of ovarian tumours.
PloS On8&, e3894 (2008).

105. Galluzzi, L., Vitale, I, Michels, J., Brenne€., Szabadkai, G., Harel-Bellan, A.,
Castedo, M. & Kroemer, G. Systems biology of cisplaesistance: past, present and
future.Cell Death Dis5, €1257 (2014).

106. Loh, S. Y., Mistry, P., Kelland, L. R., AbeG. & Harrap, K. R. Reduced drug
accumulation as a major mechanism of acquired teegis to cisplatin in a human
ovarian carcinoma cell line: circumvention studiesng novel platinum (lI) and (1V)
ammine/amine complexeBr. J. Cance6,1109-1115 (1992).

107. Jandial, D. D., Farshchi-Heydari, S., Larson,A., Elliott, G. I., Wrasidlo, W. J. &
Howell, S. B. Enhanced delivery of cisplatin torageritoneal ovarian carcinomas
mediated by the effects of bortezomib on the huowper transporter Llin. Cancer
Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer R8s553-560 (2009).

108. More, S. S., Akil, O., lanculescu, A. G., Gele. G., Lustig, L. R. & Giacomini, K. M.
Role of the copper transporter, CTR1, in platinurdticed ototoxicityJ. Neurosci. Off.
J. Soc. Neuros@0, 9500-9509 (2010).

109. Ishida, S., McCormick, F., Smith-McCune, KH&nahan, D. Enhancing tumor-specific
uptake of the anticancer drug cisplatin with a @pghelatorCancer Cell7,574-583
(2010).

110. Holzer, A. K. & Howell, S. B. The internalizat and degradation of human copper
transporter 1 following cisplatin exposufgancer Re$6, 10944-10952 (2006).

111. Gately, D. P. & Howell, S. B. Cellular accuetitn of the anticancer agent cisplatin: a
review.Br. J. Cance67,1171-1176 (1993).

112. Kelland, L. R. Preclinical perspectives ontiplam resistanceDrugss9 Suppl 4,1-8;
discussion 37-38 (2000).

113. Kalayda, G. V., Wagner, C. H., Buss, |., Rgedi. & Jaehde, U. Altered localisation of
the copper efflux transporters ATP7A and ATP7B amsged with cisplatin resistance in
human ovarian carcinoma celBVC Cance8, 175 (2008).

114. Rabik, C. A., Maryon, E. B., Kasza, K., ShaferT., Bartnik, C. M. & Dolan, M. E.
Role of copper transporters in resistance to @ty agentsCancer Chemother.
Pharmacol64,133-142 (2009).



185
Literaturverzeichnis

115. Katagiri, H., Nakayama, K., Rahman, M. T., Rah, M., Katagiri, A., Ishibashi, T.,

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Ishikawa, M., lida, K., Nakayama, S., Otsuki, Y Miyazaki, K. Is ATP7B a predictive
marker in patients with ovarian carcinoma treatath wlatinum-taxane combination
chemotherapyint. J. Gynecol. Cancer Off. J. Int. Gynecol. Can&»c23, 60-64
(2013).

Rolland, D., Raharijaona, M., Barbarat, A.uldatte, R. & Thieblemont, C. Inhibition
of GST-pi nuclear transfer increases mantle cathdlgoma sensitivity to cisplatin,
cytarabine, gemcitabine, bortezomib and doxorubiéinticancer Re80, 3951-3957
(2010).

Yan, X., Pan, L., Yuan, Y., Lang, J. & Mao, Nentification of platinum-resistance
associated proteins through proteomic analysisuofidn ovarian cancer cells and their
platinum-resistant subline3. Proteome Re8, 772—780 (2007).

Ishikawa, T. & Ali-Osman, F. Glutathione-asated cis-diamminedichloroplatinum(Il)
metabolism and ATP-dependent efflux from leukenglisc Molecular characterization
of glutathione-platinum complex and its biologicagnificance.J. Biol. ChenR68,
20116-20125 (1993).

Kool, M., de Haas, M., Scheffer, G. L., Schepe J., van Eijk, M. J., Juijn, J. A., Baas,
F. & Borst, P. Analysis of expression of cMOAT (MRP MRP3, MRP4, and MRPS5,
homologues of the multidrug resistance-associatedein gene (MRP1), in human
cancer cell linexCancer Re&7,3537-3547 (1997).

Vandier, D., Calvez, V., Massade, L., Gouyeite Mickley, L., Fojo, T. & Rixe, O.
Transactivation of the metallothionein promoter cigplatin-resistant cancer cells: a
specific gene therapy strategy.Natl. Cancer Ins®2,642—-647 (2000).

Ahmad, A., Robinson, A. R., Duensing, A., \@minen, E., Beverloo, H. B., Weisberg,
D. B., Hasty, P., Hoeijmakers, J. H. J. & NiederfienoL. J. ERCC1-XPF endonuclease
facilitates DNA double-strand break repaitol. Cell. Biol28,5082-5092 (2008).

Shuck, S. C., Short, E. A. & Turchi, J. J. &yktic nucleotide excision repair: from
understanding mechanisms to influencing bioldggll Resl8, 64—72 (2008).

Shachar, S., Ziv, O., Avkin, S., Adar, S., tébhieben, J., Reissner, T., Chaney, S.,
Friedberg, E. C., Wang, Z., Carell, T., Geacintblv,& Livneh, Z. Two-polymerase
mechanisms dictate error-free and error-prone lgaimsm DNA synthesis in mammals.
EMBO J28, 383—-393 (2009).

Muggia, F. & Safra, T. ‘BRCAness’ and its imsptions for platinum action in
gynecologic canceAnticancer Re84,551-556 (2014).

Yang, Z., Schumaker, L. M., Egorin, M. J., @dwski, E. G., Guo, Z. & Cullen, K. J.
Cisplatin preferentially binds mitochondrial DNAdroltage-dependent anion channel
protein in the mitochondrial membrane of head amdknsquamous cell carcinoma:
possible role in apoptosi€lin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Re&817—
5825 (2006).



186
Literaturverzeichnis

126. Li, Q., Yu, J. J., Mu, C., Yunmbam, M. K., &ky, D., Cross, C. L., Bostick-Bruton, F.
& Reed, E. Association between the level of ERCE@xpression and the repair of
cisplatin-induced DNA damage in human ovarian cagedls. Anticancer Reg0, 645—
652 (2000).

127. Roos, W. P., Tsaalbi-Shtylik, A., Tsaryk, &(vercin, F., de Wind, N. & Kaina, B. The
translesion polymerase Rev3L in the tolerance &flaling anticancer drugsviol.
Pharmacol76,927-934 (2009).

128. Yang, L., Shi, T., Liu, F., Ren, C., Wang, &, Y., Tu, X., Yang, G. & Cheng, X.
REV3L, a promising target in regulating the chenmsgévity of cervical cancer cells.
PloS Oné&0,e0120334 (2015).

129. Venkitaraman, A. R. Cancer suppression byctiremosome custodians, BRCA1 and
BRCA2.Scienc843,1470-1475 (2014).

130. Bryant, H. E., Schultz, N., Thomas, H. D.,kearK. M., Flower, D., Lopez, E., Kyle,
S., Meuth, M., Curtin, N. J. & Helleday, T. Specikilling of BRCA2-deficient tumours
with inhibitors of poly(ADP-ribose) polymeraddaturet34,913-917 (2005).

131. Wu, Q. & Vasquez, K. M. Human MLH1 protein fi@pates in genomic damage
checkpoint signaling in response to DNA interstranoksslinks, while MSH2 functions
in DNA repair.PL0S Gened, 1000189 (2008).

132. Helleman, J., van Staveren, I|. L., Dinjens, NV.M., van Kuijk, P. F., Ritstier, K.,
Ewing, P. C., van der Burg, M. E. L., Stoter, GB&rns, E. M. J. J. Mismatch repair and
treatment resistance in ovarian can8WC Cance8, 201 (2006).

133. Samimi, G., Fink, D., Varki, N. M., Husain,,Aoskins, W. J., Alberts, D. S. & Howell,
S. B. Analysis of MLH1 and MSH2 expression in osaricancer before and after
platinum drug-based chemothera@}in. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer@es.
1415-1421 (2000).

134. Tajeddine, N., Galluzzi, L., Kepp, O., Hangeén, Morselli, E., Senovilla, L., Araujo,
N., Pinna, G., Larochette, N., Zamzami, N., Modgaih N., Harel-Bellan, A. &
Kroemer, G. Hierarchical involvement of Bak, VDA@f&d Bax in cisplatin-induced cell
death.Oncogen@7,4221-4232 (2008).

135. Sinicrope, F. A. & Sargent, D. J. Molecularthpeays: microsatellite instability in
colorectal cancer: prognostic, predictive, andapeutic implicationsClin. Cancer Res.
Off. J. Am. Assoc. Cancer RE3.1506—-1512 (2012).

136. Welcsh, P. L., Owens, K. N. & King, M. C. Igkts into the functions of BRCA1 and
BRCA2.Trends Genet. TIG5, 69-74 (2000).

137. Kirschner, K. & Melton, D. W. Multiple roled the ERCC1-XPF endonuclease in DNA
repair and resistance to anticancer drégdicancer Re80, 3223-3232 (2010).

138. Jennerwein, M. M., Eastman, A. & Khokhar, A.TRe role of DNA repair in resistance
of L1210 cells to isomeric 1,2-diaminocyclohexamgiplum complexes and ultraviolet
irradiation.Mutat. Re254,89-96 (1991).



187
Literaturverzeichnis

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

Metzinger, D. S., Taylor, D. D. & Gercel-TaylcC. Induction of p53 and drug
resistance following treatment with cisplatin orcltaxel in ovarian cancer cell lines.
Cancer Let236,302—-308 (2006).

Soussi, T. The p53 tumor suppressor gene: froabecular biology to clinical
investigationAnn. N. Y. Acad. S6il0,121-137; discussion 137-139 (2000).

Kandioler, D., Schoppmann, S. F., Zwrtek, Rappel, S., Wolf, B., Mittlb6ck, M.,
Kahrer, 1., Hejna, M., Pluschnig, U., Ba-Ssalamah, Wrba, F. & Zacherl, J. The
biomarker TP53 divides patients with neoadjuvamtgated esophageal cancer into 2
subgroups with markedly different outcomes. A p5&s&arch Group study. Thorac.
Cardiovasc. Surd48,2280-2286 (2014).

Gadducci, A., Di Cristofano, C., Zavaglia, N&justi, L., Menicagli, M., Cosio, S.,
Naccarato, A. G., Genazzani, A. R., Bevilacquag&®&avazzana, A. O. P53 gene status
in patients with advanced serous epithelial ovagancer in relation to response to
paclitaxel- plus platinum-based chemotherapy andg-term clinical outcome.
Anticancer Re&6,687-693 (2006).

Righetti, S. C., Della Torre, G., Pilotti, $4¢nard, S., Ottone, F., Colnaghi, M. 1.,
Pierotti, M. A., Lavarino, C., Cornarotti, M., Ona, S., Bohm, S., Bresciani, G. L.,
Spatti, G. & Zunino, F. A comparative study of p%fne mutations, protein
accumulation, and response to cisplatin-based ctimrapy in advanced ovarian
carcinomaCancer Re&6, 689—-693 (1996).

Persons, D. L., Yazlovitskaya, E. M. & Pellinfy C. Effect of extracellular signal-
regulated kinase on p53 accumulation in responseidplatin. J. Biol. ChenR75,
35778-35785 (2000).

Grossi, V., Peserico, A., Tezil, T. & Simok, p38 MAPK pathway: a key factor in
colorectal cancer therapy and chemoresistavwaeld J. Gastroenterol. WIR, 9744—
9758 (2014).

Sui, X., Kong, N., Ye, L., Han, W., Zhou, dhang, Q., He, C. & Pan, H. p38 and JNK
MAPK pathways control the balance of apoptosis auiophagy in response to
chemotherapeutic agen@ancer Let344,174-179 (2014).

Brozovic, A., Fritz, G., Christmann, M., Zissky, J., Jaehde, U., Osmak, M. & Kaina,
B. Long-term activation of SAPK/JINK, p38 kinase dad-L expression by cisplatin is
attenuated in human carcinoma cells that acquired cesistancent. J. Cancer J. Int.
Cancefl12,974-985 (2004).

Hayakawa, J., Ohmichi, M., Kurachi, H., Kan¥g, Hisamoto, K., Nishio, Y., Adachi,
K., Tasaka, K., Kanzaki, T. & Murata, Y. Inhibitiaaf BAD phosphorylation either at
serine 112 via extracellular signal-regulated prokenase cascade or at serine 136 via
Akt cascade sensitizes human ovarian cancer celtssplatin.Cancer Re$0, 5988—
5994 (2000).



188
Literaturverzeichnis

149. Castedo, M., Coquelle, A., Vivet, S., Vitale,Kauffmann, A., Dessen, P., Pequignot,
M. O., Casares, N., Valent, A., Mouhamad, S., Sthnt., Modjtahedi, N.,
Vainchenker, W., Zitvogel, L., Lazar, V., Garridg. & Kroemer, G. Apoptosis
regulation in tetraploid cancer celEMBO J25, 25842595 (2006).

150. Delbridge, A. R. D. & Strasser, A. The BCLtein family, BH3-mimetics and cancer
therapy.Cell Death Differ22,1071-1080 (2015).

151. Spierings, D. C. J., de Vries, E. G. E., Tigj&h'., Groen, H. J. M., Boezen, H. M. & de
Jong, S. Expression of TRAIL and TRAIL death reoeptin stage Ill non-small cell
lung cancer tumorsClin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Re&397-3405
(2003).

152. Spierings, D. C. J., de Vries, E. G. E., falie, E. & de Jong, S. Loss of drug-induced
activation of the CD95 apoptotic pathway in a @siplresistant testicular germ cell
tumor cell line.Cell Death Differ10,808-822 (2003).

153. Wang, P., Song, J. H., Song, D. K., Zhang Hao, C. Role of death receptor and
mitochondrial pathways in conventional chemotherdg induction of apoptosi€ell.
Signall8, 1528-1535 (2006).

154. Liu, J., Uematsu, H., Tsuchida, N. & lkeda;M.Association of caspase-8 mutation
with chemoresistance to cisplatin in HOC313 headl me&ck squamous cell carcinoma
cells.Biochem. Biophys. Res. Comn38f,989-994 (2009).

155. Janson, V., Johansson, A. & Grankvist, K. 8asce to caspase-8 and -9 fragments in a
malignant pleural mesothelioma cell line with acqdicisplatin-resistanc€ell Death
Dis.1, e78 (2010).

156. Shalini, S., Dorstyn, L., Dawar, S. & Kumar, @d, new and emerging functions of
caspase<ell Death Differ22,526-539 (2015).

157. Obexer, P. & Ausserlechner, M. J. X-linkediltior of apoptosis protein - a critical
death resistance regulator and therapeutic taoggidrsonalized cancer therayont.
Oncol4, 197 (2014).

158. Gysowska-Bodnar, A., Bodnar, L.,gbek, A., Cichowicz, M., Jerzak, M., Cierniak, S.,
Koztowski, W. & Baranowski, W. Survivin expressias a prognostic factor in patients
with epithelial ovarian cancer or primary peritoheancer treated with neoadjuvant
chemotherapyint. J. Gynecol. Cancer Off. J. Int. Gynecol. CanSec24, 687-696
(2014).

159. Ryan, B. M., O’Donovan, N. & Duffy, M. J. Suvin: a new target for anti-cancer
therapy.Cancer Treat. Re85,553-562 (2009).

160. Kelly, R. J., Thomas, A., Rajan, A., Chun, dpez-Chavez, A., Szabo, E., Spencer, S.,
Carter, C. A., Guha, U., Khozin, S., Poondru, &n\sant, C., Keating, A., Steinberg, S.
M., Figg, W. & Giaccone, G. A phase I/ll study afpgntronium bromide (YM155,
survivin suppressor) with paclitaxel and carboplati patients with advanced non-
small-cell lung canceAnn. Oncolk4,2601-2606 (2013).



189
Literaturverzeichnis

161. Zhao, W.-J., Deng, B.-Y., Wang, X.-M., Miao, & Wang, J.-N. XIAP associated factor
1 (XAF1) represses expression of X-linked inhibitdrapoptosis protein (XIAP) and
regulates invasion, cell cycle, apoptosis, andlaispsensitivity of ovarian carcinoma
cells.Asian Pac. J. Cancer Prev. APJO® 2453-2458 (2015).

162. Han, H., Landreneau, R. J., Santucci, T. 89gT M. Y., Macherey, R. S., Shackney, S.
E., Sturgis, C. D., Raab, S. S. & Silverman, J. WFognostic value of
immunohistochemical expressions of p53, HER-2/rmaw bcl-2 in stage | non-small-
cell lung cancertHum. PathoBB3, 105-110 (2002).

163. Calikusu, Z., Yildirim, Y., Akcali, Z., SakalH., Bal, N., Unal, I. & Ozyilkan, O. The
effect of HER2 expression on cisplatin-based chéerapy in advanced non-small cell
lung cancer patientd. Exp. Clin. Cancer Res. @B, 97 (2009).

164. Hayakawa, J., Ohmichi, M., Kurachi, H., Kan¥g, Hisamoto, K., Nishio, Y., Adachi,
K., Tasaka, K., Kanzaki, T. & Murata, Y. Inhibitiaaf BAD phosphorylation either at
serine 112 via extracellular signal-regulated prot@nase cascade or at serine 136 via
Akt cascade sensitizes human ovarian cancer aeltssplatin.Cancer Re$0, 5988
5994 (2000).

165. Deng, X., Ewton, D. Z. & Friedman, E. Mirk/IghB maintains the viability of
guiescent pancreatic cancer cells by reducing $evkleactive oxygen specigsancer
Res69, 3317-3324 (2009).

166. Hu, J. & Friedman, E. Depleting Mirk Kinasecreases Cisplatin Toxicity in Ovarian
Cancer CellsGenes Cancdr, 803—-811 (2010).

167. Brining, A. & Juckstock, J. Misfolded proteifrem little villains to little helpers in the
fight against canceFEront. Oncol5, 47 (2015).

168. Lamoureux, F., Thomas, C., Yin, M.-J., Fatli, Zoubeidi, A. & Gleave, M. E.
Suppression of heat shock protein 27 using OGX-#hH#dces endoplasmic reticulum
stress and potentiates heat shock protein 90 tohsbio delay castrate-resistant prostate
cancerEur. Urol .66, 145-155 (2014).

169. Katsogiannou, M., Andrieu, C. & Rocchi, P. Hglaock protein 27 phosphorylation state
is associated with cancer progressiorant. Geneb, 346 (2014).

170. Shen, D.-W. & Gottesman, M. M. RAB8 enhancddEM205-mediated cisplatin
resistancePharm. Re&9, 643-650 (2012).

171. Yang, H.-Z., Ma, Y., Zhou, Y., Xu, L.-M., CheX.-J., Ding, W.-B. & Zou, H.-B.
Autophagy contributes to the enrichment and sufvofacolorectal cancer stem cells
under oxaliplatin treatmenCancer Let361,128-136 (2015).

172. Kdberle, B., Tomicic, M. T., Usanova, S. & Kaj B. Cisplatin resistance: preclinical
findings and clinical implicationdgiochim. Biophys. Act806,172-182 (2010).

173. Williams, P. D., Cheon, S., Havaleshko, D. d&9ng, H., Cheng, F., Theodorescu, D. &
Lee, J. K. Concordant gene expression signaturegdigbrclinical outcomes of cancer
patients undergoing systemic thera@ancer Re$€9, 8302—8309 (2009).



190
Literaturverzeichnis

174. McKeage, M. J. New-generation platinum drugghe treatment of cisplatin-resistant
cancersExpert Opin. Investig. Drud<, 1033-1046 (2005).

175. Pujade-Lauraine, E., Wagner, U., Aavall-LundgvE., Gebski, V., Heywood, M.,
Vasey, P. A., Volgger, B., Vergote, |., Pignata, Rerrero, A., Sehouli, J., Lortholary,
A., Kristensen, G., Jackisch, C., Joly, F., Bro@n, Le Fur, N. & du Bois, A. Pegylated
liposomal Doxorubicin and Carboplatin compared wRtclitaxel and Carboplatin for
patients with platinum-sensitive ovarian cancdate relapsel. Clin. Oncol. Off. J. Am.
Soc. Clin. Onco28, 3323-3329 (2010).

176. Ferrandina, G., Corrado, G., Licameli, A., usso, D., Fuoco, G., Pisconti, S. &
Scambia, G. Pegylated liposomal doxorubicin in th@hagement of ovarian cancer.
Ther. Clin. Risk Manag, 463—483 (2010).

177. Stathopoulos, G. P. Liposomal cisplatin: a nesplatin formulation. Anticancer.
Drugs21, 732-736 (2010).

178. Stathopoulos, G. P., Antoniou, D., Dimitroulds, Stathopoulos, J., Marosis, K. &
Michalopoulou, P. Comparison of liposomal cisplatarsus cisplatin in non-squamous
cell non-small-cell lung cancer.Cancer Chemother. Pharmacol.(2011).
doi:10.1007/s00280-011-1572-5

179. Seetharamu, N., Kim, E., Hochster, H., Marfin,& Muggia, F. Phase Il study of
liposomal cisplatin (SPI-77) in platinum-sensitivecurrences of ovarian cancer.
Anticancer Re80, 541-545 (2010).

180. Puri, A., Loomis, K., Smith, B., Lee, J.-H.aWovich, A., Heldman, E. & Blumenthal,
R. Lipid-based nanoparticles as pharmaceutical dargers: from concepts to clinic.
Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sy&6,523-580 (2009).

181. Liu, D., He, C., Wang, A. Z. & Lin, W. Applitan of liposomal technologies for
delivery of platinum analogs in oncolodgt. J. Nanomedicirts 3309-3319 (2013).

182. Bozzuto, G. & Molinari, A. Liposomes as nanalcal devicesint. J. NanomedicirkO,
975-999 (2015).

183. Puri, A., Loomis, K., Smith, B., Lee, J.-H.aWovich, A., Heldman, E. & Blumenthal,
R. Lipid-based nanoparticles as pharmaceutical dargers: from concepts to clinic.
Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sy&6, 523-580 (2009).

184. Dragovich, T., Mendelson, D., Kurtin, S., Riotison, K., Von Hoff, D. & Hoos, A. A
Phase 2 trial of the liposomal DACH platinum L-NDDPR patients with therapy-
refractory advanced colorectal canc€ancer Chemother. PharmaceB, 759-764
(2006).

185. White, S. C., Lorigan, P., Margison, G. P.,rison, J. M., Martin, F., Thatcher, N.,
Anderson, H. & Ranson, M. Phase Il study of SPIZtérically stabilised liposomal
cisplatin) in advanced non-small-cell lung can&sr.J. Cance®5, 822—-828 (2006).

186. Stathopoulos, G. P. & Boulikas, T. Lipoplaformulation review articleJ. Drug
Deliv.2012,581363 (2012).



191
Literaturverzeichnis

187. de Jonge, M. J. A., Slingerland, M., Loos, W. Wiemer, E. A. C., Burger, H.,
Mathijssen, R. H. J., Kroep, J. R., den HollandérA. G., van der Biessen, D., Lam,
M.-H., Verwelij, J. & Gelderblom, H. Early cessatiof the clinical development of
LiPlaCis, a liposomal cisplatin formulatioiur. J. Cancer Oxf. Engl. 1996, 3016—
3021 (2010).

188. Nardin, A., Lefebvre, M.-L., Labroquere, Kaufe, O. & Abastado, J.-P. Liposomal
muramyl tripeptide phosphatidylethanolamine: Targetand activating macrophages
for adjuvant treatment of osteosarcoi@arr. Cancer Drug Targe& 123-133 (2006).

189. Aurora, T. S., Li, W., Cummins, H. Z. & Hainds H. Preparation and characterization
of monodisperse unilamellar phospholipid vesicléth welected diameters of from 300
to 600 nmBiochim. Biophys. Ac&20,250-258 (1985).

190. Blok, M. C., van der Neut-Kok, E. C., van DeenL. L. & de Gier, J. The effect of
chain length and lipid phase transitions on theed®le permeability properties of
liposomesBiochim. Biophys. Act#6,187-196 (1975).

191. Elorza, B., Elorza, M. A., Sainz, M. C. & Chas, J. R. Comparison of particle size and
encapsulation parameters of three liposomal prépasaJ. Microencapsul.0, 237-248
(1993).

192. Simdes, S., Moreira, J. N., Fonseca, C., DiggIN. & de Lima, M. C. P. On the
formulation of pH-sensitive liposomes with longatitation times.Adv. Drug Deliv.
Rev56, 947-965 (2004).

193. Maruyama, K. Intracellular targeting delivarfyliposomal drugs to solid tumors based
on EPR effectsAdv. Drug Deliv. ReW2010). doi:10.1016/j.addr.2010.09.003

194. Tsukahara, J., Mukaiyama, K., Okuda, S., HaBt & Tokuda, H. Dissection of LolB
function--lipoprotein binding, membrane targetimglancorporation of lipoproteins into
lipid bilayers.FEBS J276,4496—-4504 (2009).

195. Sugiyama, I. & Sadzuka, Y. Correlation of @xaqueous layer thickness around PEG-
modified liposomes with in vivo efficacy of antitmagent-containing liposomeSurr.
Drug Discov. Technd, 357-366 (2011).

196. Allen, T. M. & Hansen, C. Pharmacokineticsstdalth versus conventional liposomes:
effect of doseBiochim. Biophys. Acfid068,133-141 (1991).

197. Harashima, H., Hiraiwa, T., Ochi, Y. & Kiwad#]. Size dependent liposome
degradation in blood: in vivo/in vitro correlatidny kinetic modelingJ. Drug Target3,
253-261 (1995).

198. Gradoni, L., Davidson, R. N., Orsini, S., BetP. & Giambenedetti, M. Activity of
liposomal amphotericin B (AmBisome) against Leishraainfantum and tissue
distribution in miceJ. Drug Targetl, 311-316 (1993).

199. Stapleton, S., Milosevic, M., Allen, C., Zhedg Dunne, M., Yeung, |. & Jaffray, D. A.
A mathematical model of the enhanced permeability eetention effect for liposome
transport in solid tumor$loS On&, e81157 (2013).



192

Literaturverzeichnis

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

Onoue, S., Yamada, S. & Chan, H.-K. Nanodrpgsrmacokinetics and safetpt. J.
Nanomedicin®, 1025-1037 (2014).

Huth, U. S., Schubert, R. & Peschka-Sussniestigating the uptake and intracellular
fate of pH-sensitive liposomes by flow cytometrydaspectral bio-imagingl. Control.
Release Off. J. Control. Release $&6,490-504 (2006).

Kunisawa, J., Nakagawa, S. & Mayumi, T. Phawotteerapy by intracellular delivery of
drugs using fusogenic liposomes: application tcciree developmentddv. Drug Deliv.
Rev52,177-186 (2001).

Pacheco, P., White, D. & Sulchek, T. Effedtsnicroparticle size and Fc density on
macrophage phagocytosiloS Ong, e60989 (2013).

Brewer, J. M., Pollock, K. G. J., Tetley, L.Russell, D. G. Vesicle size influences the
trafficking, processing, and presentation of amtgym lipid vesiclesJ. Immunol. Baltim.
Md 1950.73,6143—-6150 (2004).

Liu, A. P., Aguet, F., Danuser, G. & Schmid, LS Local clustering of transferrin
receptors promotes clathrin-coated pit initiatidnCell Biol191,1381-1393 (2010).

Saftig P. ifFabry Dis. Perspect. 5 Years F©xford PharmaGenesis, 2006). unter:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed?term=fabry%2@dise%20saftig (abgerufen am
11.08.2015)

Calzolari, A., Oliviero, I., Deaglio, S., Mani, G., Biffoni, M., Sposi, N. M., Malavasi,
F., Peschle, C. & Testa, U. Transferrin receptas Zrequently expressed in human
cancer cell linesBlood Cells. Mol. Di39, 82-91 (2007).

Sugyo, A., Tsuji, A. B., Sudo, H., Okada, Mqgizumi, M., Satoh, H., Kurosawa, G.,
Kurosawa, Y. & Saga, T. Evaluation of Efficacy o&dRoimmunotherapy with 90Y-
Labeled Fully Human Anti-Transferrin Receptor Moloo@l Antibody in Pancreatic
Cancer Mouse Model®loS Oné&0,e0123761 (2015).

Du, W., Fan, Y., He, B., Zheng, N., Yuan, Dai, W., Zhang, H., Wang, X., Wang, J.,
Zhang, X. & Zhang, Q. Bionano interactions of mchveast tumor cells with a
transferrin receptor targeted nanopartitlel. Pharm12,1467-1476 (2015).

Jolck, R. I., Feldborg, L. N., Andersen, S.ogWimi, S. M. & Andresen, T. L.
Engineering Liposomes and Nanopatrticles for BiaiagirargetingAdv. Biochem. Eng.
Biotechnol.(2010). doi:10.1007/10_2010_92

Khalil, I. A., Kogure, K., Akita, H. & Harasmia, H. Uptake pathways and subsequent
intracellular trafficking in nonviral gene delivedfgharmacol. Re%8, 32—45 (2006).

Pelkmans, L. & Helenius, A. Endocytosis viaemdae.Traffic Cph. Der8, 311-320
(2002).

Parton, R. G. & Richards, A. A. Lipid raftsdaraveolae as portals for endocytosis: new
insights and common mechanismgaffic Cph. Derd, 724—738 (2003).



193
Literaturverzeichnis

214,

215.
216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

Peer, D., Karp, J. M., Hong, S., Farokhzad, @, Margalit, R. & Langer, R.
Nanocarriers as an emerging platform for cancenagheNat. Nanotechna?, 751-760
(2007).

Goldenring, J. R. Recycling endosont&agr. Opin. Cell Biol35,117-122 (2015).

Eloy, J. O., Claro de Souza, M., Petrilli, Barcellos, J. P. A., Lee, R. J. & Marchetti, J.
M. Liposomes as carriers of hydrophilic small malecdrugs: strategies to enhance
encapsulation and deliver@olloids Surf. B Biointerfacd23,345-363 (2014).

Ganta, S., Devalapally, H., Shahiwala, A. &iAnM. A review of stimuli-responsive
nanocarriers for drug and gene delively.Control. Release Off. J. Control. Release
Socl126,187-204 (2008).

Deshpande, P. P., Biswas, S. & Torchilin, VCBrrent trends in the use of liposomes
for tumor targetingNanomed, 1509-1528 (2013).

Yu, Y., Wang, Z.-H., Zhang, L., Yao, H.-J.,afly, Y., Li, R.-J., Ju, R.-J., Wang, X.-X.,

Zhou, J., Li, N. & Lu, W.-L. Mitochondrial targetintopotecan-loaded liposomes for
treating drug-resistant breast cancer and inhipitivasive metastases of melanoma.
Biomaterial$83, 1808-1820 (2012).

De Miguel, D., Basafez, G., Sanchez, D., MRloG., Marzo, |., Larrad, L., Naval, J.,
Pardo, J., Anel, A. & Martinez-Lostao, L. Liposomeéscorated with Apo2L/TRAIL
overcome chemoresistance of human hematologic tesils. Mol. Pharm10, 893-904
(2013).

Shi, C., Gao, F., Gao, X. & Liu, Y. A noveltadEGF165 monoclonal antibody-

conjugated liposomal nanocarrier system: physibaracterization and cellular uptake
evaluation in vitro and in vivaBiomed. Pharmacother. Bioméd. Pharmacothéré®je

191-200 (2015).

Fiszer-Kierzkowska, A., Vydra, N., Wysocka-Ws; A., Kronekova, Z., Jagbh, M.,
Lisowska, K. M. & Krawczyk, Z. Liposome-based DNArders may induce cellular
stress response and change gene expression paitéransfected cellsBMC Mol.
Biol.12,27 (2011).

Noble, S. & Pasi, J. Epidemiology and pathspilggy of cancer-associated thrombosis.
Br. J. Cancet02 Suppl 1,52-9 (2010).

Han, X., Guo, B., Li, Y. & Zhu, B. Tissue factin tumor microenvironment: a
systematic reviewd. Hematol. Oncol.J Hematol On@pb4 (2014).

Falanga, A., Marchetti, M. & Russo, L. The Hemusms of cancer-associated
thrombosisThromb. Re4.35 Suppl 1,S8-S11 (2015).

Ben-Aharon, I., Stemmer, S. M., Leibovici, §hpilberg, O., Sulkes, A. & Gafter-Gvili,
A. Low molecular weight heparin (LMWH) for primatiirombo-prophylaxis in patients
with solid malignancies - systematic review and avatalysis.Acta Oncol. Stockh.
Sweds3,1230-1237 (2014).

Harter, K., Levine, M. & Henderson, S. O. A&otagulation drug therapy: a review.
West. J. Emerg. Melb, 11-17 (2015).



194
Literaturverzeichnis

228. Gresham, C., Levine, M. & Ruha, A.-M. Casedilof the Medical Toxicology
Fellowship at Banner Good Samaritan Medical Cemd?hoenix, AZ: a non-warfarin
anticoagulant overdosd. Med. Toxicol. Off. J. Am. Coll. Med. Toxiégl242-249
(2009).

229. Johnson, E. A. & Mulloy, B. The molecular-waigrange of mucosal-heparin
preparationsCarbohydr. Re$1,119-127 (1976).

230. Linhardt, R. J., Dordick, J. S., Deangelis,P.& Liu, J. Enzymatic synthesis of
glycosaminoglycan hepariBemin. Thromb. Hemo38, 453-465 (2007).

231. Casu, B., Naggi, A. & Torri, G. Re-visitingethstructure of heparinCarbohydr.
Res403,60-68 (2015).

232. Gray, E., Mulloy, B. & Barrowcliffe, T. W. Hapin and low-molecular-weight heparin.
Thromb. Haemo99, 807-818 (2008).

233. Barrowcliffe, T. W. & Thomas, D. P. Anticoagut activities of heparin and fragments.
Ann. N. Y. Acad. SBb6,132-145 (1989).

234. Lane, D. A., Denton, J., Flynn, A. M., Thuripet.. & Lindahl, U. Anticoagulant
activities of heparin oligosaccharides and theiutradization by platelet factor 4.
Biochem. 218,725-732 (1984).

235. Petitou, M. & van Boeckel, C. A. A. A syntletiantithrombin Il binding
pentasaccharide is now a drug! What comes néxgew. Chem. Int. Ed EngB, 3118-
3133 (2004).

236. Hettiarachchi(1), R. J. K., Smorenburg(2, S, B), Ginsberg(4), J., Levine(4), M.,
Prins(1), M. H. & Biller(2), H. R. Do Heparins Dodvk than Just Treat Thrombosis?
The Influence of Heparins on Cancer Sprédddomb Haemo8@, 947-952 (1999).

237. AKl, E. A., Kahale, L., Neumann, |., Barba,, Mperati, F., Terrenato, |., Muti, P. &
Schinemann, H. Anticoagulation for the initial treant of venous thromboembolism in
patients with canceCochrane Database Syst. ReWCD006649 (2014).

238. Kakkar, A. K., Levine, M. N., Kadziola, Z., immine, N. R., Low, V., Patel, H. K.,
Rustin, G., Thomas, M., Quigley, M. & Williamson, B. N. Low Molecular Weight
Heparin, Therapy With Dalteparin, and Survival imvanced Cancer. The Fragmin
Advanced Malignancy Outcome Study (FAMOUS). Clin. Oncol22, 1944-1948
(2004).

239. Klerk, C. P. W., Smorenburg, S. M., Otten,MH,-Lensing, A. W. A., Prins, M. H.,
Piovella, F., Prandoni, P., Bos, M. M. E. M., RigH2. J., Tienhoven, G. van & Biiller,
H. R. The Effect of Low Molecular Weight Heparin @&urvival in Patients With
Advanced Malignancyd. Clin. Oncol23,2130-2135 (2005).

240. Sideras, K., Schaefer, P. L., Okuno, S. HhaglJ. A., Kutteh, L., Fitch, T. R., Dakhil,
S. R, Levitt, R., Alberts, S. R., Morton, R. F.pand, K. M., Novotny, P. J. &
Loprinzi, C. L. Low-Molecular-Weight Heparin in Ratits With Advanced Cancer: A
Phase 3 Clinical TriaMayo Clin. Proc81, 758-767 (2006).



195
Literaturverzeichnis

241. Akl, E. A., Kahale, L. A., Ballout, R. A., Baa, M., Yosuico, V. E. D., van Doormaal,
F. F., Middeldorp, S., Bryant, A. & Schiunemann, Parenteral anticoagulation in
ambulatory patients with canc&ochrane Database Syst. RE.CD006652 (2014).

242. Gil-Bernabé, A. M., Lucotti, S. & Muschel, R.Coagulation and metastasis: what does
the experimental literature tell uB?. J. Haematoll62,433—-441 (2013).

243. Bendas, G. & Borsig, L. Cancer cell adhesind metastasis: selectins, integrins, and
the inhibitory potential of heparins.nt. J. Cell Biol. 676-731 (2012).
doi:10.1155/2012/676731

244. Gerber, U., Hol3, S. G., Shteingauz, A., JjngelJakubzig, B., llan, N., Blaheta, R.,
Schlesinger, M., Vlodavsky, |. & Bendas, G. Latdmparanase facilitates VLA-4-
mediated melanoma cell binding and emerges aseaxam target of heparin in the
interference with metastatic progressi8emin. Thromb. Hemo$l, 244-254 (2015).

245. Nadir, Y. & Brenner, B. Heparanase multipleeets in cancerThromb. Re4.33 Suppl
2,S90-94 (2014).

246. Purushothaman, A., Babitz, S. K. & Sandergar). Heparanase enhances the insulin
receptor signaling pathway to activate extracetlgignal-regulated kinase in multiple
myelomadJ. Biol. Chen287,41288-41296 (2012).

247. Ramani, V. C., Purushothaman, A., StewartDMThompson, C. A., Vlodavsky, I., Au,
J. L.-S. & Sanderson, R. D. The heparanase/synekeais in cancer: mechanisms and
therapiesFEBS J280,2294-2306 (2013).

248. Casu, B., Vlodavsky, I. & Sanderson, R. D. Maticoagulant heparins and inhibition of
cancerPathophysiol. Haemost. Thro36, 195-203 (2008).

249. Borsig, L. Antimetastatic activities of moeifi heparins: selectin inhibition by heparin
attenuates metastasgemin. Thromb. Hemo38, 540-546 (2007).

250. Laubli, H. & Borsig, L. Heparins attenuate oanmetastasis: are selectins the link?
Cancer InvesR7,474-481 (2009).

251. Sequin, L., Desgrosellier, J. S., Weis, S.8Cheresh, D. A. Integrins and cancer:
regulators of cancer stemness, metastasis, andesisgancelTrends Cell BioR5, 234—
240 (2015).

252. Schlesinger, M., Roblek, M., Ortmann, K., Niadg, Torri, G., Borsig, L. & Bendas, G.
The role of VLA-4 binding for experimental melanommetastasis and its inhibition by
heparin.Thromb. Re4.33,855-862 (2014).

253. Schlesinger, M., Schmitz, P., Zeisig, R., Nagg Torri, G., Casu, B. & Bendas, G. The
inhibition of the integrin VLA-4 in MV3 melanoma ktédinding by non-anticoagulant
heparin derivativesThromb. Red429,603—-610 (2012).

254. Ma, Q., Tobu, M., Schultz, C., Jeske, W., Homgteadt, D., Walenga, J., Cornelli, U.,
Lee, J., Linhardt, R., Hanin, |. & Fareed, J. Molac weight dependent tissue factor
pathway inhibitor release by heparin and heparigoshccharidesThromb. Red.19,
653-661 (2007).



196
Literaturverzeichnis

255. Fernandez, P. M. & Rickles, F. R. Tissue faatal angiogenesis in canc€urr. Opin.
Hematol9, 401-406 (2002).

256. Holroyd, E. W., White, T. A., Pan, S. & Simd®i. D. Tissue factor pathway inhibitor as
a multifunctional mediator of vascular structukgont. Biosci. Elite Edi, 392-400
(2012).

257. Stavik, B., Tinholt, M., Sletten, M., SkretiinG., Sandset, P. M. & Iversen, N. TEPI
and TFPB are expressed at the surface of breast cancer &etl inhibit TF-FVila
activity. J. Hematol. Oncol.J Hematol Onéob (2013).

258. Mousa, S. A. & Mohamed, S. Inhibition of erfdsial cell tube formation by the low
molecular weight heparin, tinzaparin, is mediatgdtissue factor pathway inhibitor.
Thromb. Haemo$2,627-633 (2004).

259. Singh, A. & Settleman, J. EMT, cancer stensaahd drug resistance: an emerging axis
of evil in the war on cance@ncogeng9,4741-4751 (2010).

260. Lebeau, B., Chastang, C., Brechot, J. M., @g., Dautzenberg, B., Delaisements, C.,
Mornet, M., Brun, J., Hurdebourcq, J. P. & LemaEke Subcutaneous heparin treatment
increases survival in small cell lung cancer. ‘®stiCellules’ GroupCancei74, 38—45
(1994).

261. Altinbas, M., Coskun, H. S., Er, O., Ozkan, Eser, B., Unal, A., Cetin, M. & Soyuer,
S. A randomized clinical trial of combination cheimerapy with and without low-
molecular-weight heparin in small cell lung cancerThromb. Haemost. JT511266—
1271 (2004).

262. Lebeau, B., Baud, M., Masanes, M.-J., FebMe, Mokhtari, T. & Chouaid, C.
Optimization of small-cell lung cancer chemotherapyh heparin: a comprehensive
retrospective study of 239 patients treated in aglsi specialized center.
Chemotherapy7,253-258 (2011).

263. Icli, F., Akbulut, H., Utkan, G., Yalcin, BQincol, D., Isikdogan, A., Demirkazik, A.,
Onur, H., Cay, F. & Buytkcelik, A. Low molecular igat heparin (LMWH) increases
the efficacy of cisplatinum plus gemcitabine conalion in advanced pancreatic cancer.
J. Surg. Onco85,507-512 (2007).

264. Phillips, P. G., Yalcin, M., Cui, H., Abdel-biaH., Sajjad, M., Bernacki, R., Veith, J. &
Mousa, S. A. Increased tumor uptake of chemothetayg®e and improved
chemoresponse by novel non-anticoagulant low médeaueight heparinAnticancer
Res31,411-419 (2011).

265. Kirtane, A. R., Kalscheuer, S. M. & PanyanmExploiting nanotechnology to overcome
tumor drug resistance: Challenges and opportunifids. Drug Deliv. Re85, 1731
1747 (2013).

266. Eke, I. & Cordes, N. Focal adhesion signaing therapy resistance in canceemin.
Cancer Biol31, 65-75 (2015).

267. Shishido, S., Bonig, H. & Kim, Y.-M. Role oftegrin alpha4 in drug resistance of
leukemia.Front. Oncol4, 99 (2014).



197
Literaturverzeichnis

268. Phillips, P. G., Yalcin, M., Cui, H., Abdel-biaH., Sajjad, M., Bernacki, R., Veith, J. &
Mousa, S. A. Increased tumor uptake of chemothetag®e and improved
chemoresponse by novel non-anticoagulant low m&deaueight heparinAnticancer
Res31,411-419 (2011).

269. Niu, Q., Wang, W., Li, Y., Ruden, D. M., Warkj, Li, Y., Wang, F., Song, J. & Zheng,
K. Low molecular weight heparin ablates lung cangeplatin-resistance by inducing
proteasome-mediated ABCG2 protein degradatftoS On&, e41035 (2012).

270. Yoh, K., Ishii, G., Yokose, T., Minegishi, YTsuta, K., Goto, K., Nishiwaki, Y.,
Kodama, T., Suga, M. & Ochiai, A. Breast cancelistasce protein impacts clinical
outcome in platinum-based chemotherapy for advanoedsmall cell lung canceClin.
Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Rg4691-1697 (2004).

271. Avanti Polar Lipids unter: http://www.avantilils.com/ (abgerufen am 24.09.2015)

272. Bendas, G., Krause, A., Bakowsky, U., Vogel&JRothe, U. Targetability of novel
immunoliposomes prepared by a new antibody conjoiga¢chniquelnt. J. Pharnml81,
79-93 (1999).

273. Ostrowsky, N. Liposome size measurements loyophcorrelation spectroscopg§hem.
Phys. Lipidé4,45-56 (1993).

274. Peterson, G. L. A simplification of the proteissay method of Lowry et al. which is
more generally applicablédnal. Biochen83, 346—356 (1977).

275. BARTLETT, G. R. Colorimetric assay methods fiwe and phosphorylated glyceric
acids.J. Biol. ChenR34,469-471 (1959).

276. Tibben, M. M., Rademaker-Lakhai, J. M., RizeR., Stewart, D. R., Schellens, J. H. M.
& Beijnen, J. H. Determination of total platinumpfasma and plasma ultrafiltrate, from
subjects dosed with the platinum-containing N-(2hoxypropyl)methacrylamide
copolymer AP5280, by use of graphite-furnace Zeeatamic-absorption spectrometry.
Anal. Bioanal. Cher373,233-236 (2002).

277. Golingo, R. P., Shumlak, U. & Den Hartog, DNéte: Zeeman splitting measurements
in a high-temperature plasnfgev. Sci. Instrur8l, 126104 (2010).

278. Varian SpectrAA 220/880 Zeeman brochure - aradeeman-Effect.pdf. unter:
http://web.colby.edu/ch332public/files/2012/02/\téariZeeman-Effect.pdf  (abgerufen
am 01.06.2015)

279. Food and Drug Administration. Guidance for usitly - Bioanalytical Method
Validation, May 2001. unter:
http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceCompteiRegulatorylnformation/Guid
ances/ucm070107.pdf (abgerufen am 25.06.2015)

280.CASY - Cell counter & Analyser SYstem Model TT flieah Handbook unter:
http://www.ninolab.dk/fileadmin/Ninolab/pdf/innovatcasy tt eng.pdf (abgerufen am
24.09.2015)

281. Proteome Profiler Human Apoptosis Array Kit -ary009.pdf. unter:
http://www.rndsystems.com/pdf/ary009.pdf (abgeruden24.09.2015)



198
Literaturverzeichnis

282. Walker, J. M. The bicinchoninic acid (BCA) agdor protein quantitationMethods
Mol. Biol. Clifton NB2,5-8 (1994).

283. Andrews, P. A., Velury, S.,, Mann, S. C. & HdweS. B. cis-
Diamminedichloroplatinum(ll) accumulation in sengt and resistant human ovarian
carcinoma cellsCancer Reg8,68—73 (1988).

284. Neri, S., Mariani, E., Meneghetti, A., Cattibi & Facchini, A. Calcein-acetyoxymethyl
cytotoxicity assay: standardization of a methodowaithg additional analyses on
recovered effector cells and supernata@bn. Diagn. Lab. ImmundB, 1131-1135
(2001).

285. Forster, S., Thumser, A. E., Hood, S. R. &PEI&. Characterization of rhodamine-123
as a tracer dye for use in in vitro drug transpsdaysPloS On&, e33253 (2012).

286. Choudhuri, S. & Klaassen, C. D. Structurectiom, expression, genomic organization,
and single nucleotide polymorphisms of human ABOBIDR1), ABCC (MRP), and
ABCG2 (BCRP) efflux transporterkit. J. Toxicol25,231-259 (2006).

287. Mueller, H., Kassack, M. U. & Wiese, M. Comipan of the usefulness of the MTT,
ATP, and calcein assays to predict the potencyyaftaxic agents in various human
cancer cell lines). Biomol. Screen. Off. J. Soc. Biomol. Sci@e506-515 (2004).

288. Berridge, M. V. & Tan, A. S. Characterizatioh the cellular reduction of 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium brod& (MTT): subcellular localization,
substrate dependence, and involvement of mitochaindrectron transport in MTT
reduction Arch. Biochem. Biophy&03,474-482 (1993).

289. Berridge, M. V., Herst, P. M. & Tan, A. S. fiaolium dyes as tools in cell biology:
new insights into their cellular reductidBiotechnol. Annu. Rell, 127-152 (2005).

290. Draczkowski, P., Matosiuk, D. & Jozwiak, K.otlsermal titration calorimetry in
membrane protein research Pharm. Biomed. An&i7,313-325 (2014).

291. RNeasy Plus Mini Kit - QIAGEN. RNeasy Plus Mini Kiinter:
https://www.qgiagen.com/de/products/catalog/samgdentologies/rna-sample-
technologies/total-rna/rneasy-plus-mini-kit/#resms (abgerufen am 24.09.2015)

292. Royer-Pokora, B., Busch, M., Beier, M., Duhi@e,de Torres, C., Mora, J., Brandt, A.
& Royer, H.-D. Wilms tumor cells with WT1 mutatioimave characteristic features of
mesenchymal stem cells and express molecular nsaddeparaxial mesoderntdum.
Mol. Genetl9, 1651-1668 (2010).

293. Leblond, F., Davis, S. C., Valdés, P. A. & BegB. W. Pre-clinical whole-body
fluorescence imaging: Review of instruments, meshadd applicationsl. Photochem.
Photobiol. B8, 77-94 (2010).

294. Caysa, HUntersuchungen zum Monitoring von Tumorxenografetied mittels nicht-
invasivem in  vivo  Multispektral-Fluoreszenzimaging (Universitats-  und
Landesbibliothek Sachsen-Anhalt, 2013).



199
Literaturverzeichnis

295. Hamelers, I. H. L., Staffhorst, R. W. H. Mg&ftman, J., de Kruijff, B., Reedijk, J., van
Bergen en Henegouwen, P. M. P. & de Kroon, A. MPHigh cytotoxicity of cisplatin
nanocapsules in ovarian carcinoma cells dependsiptake by caveolae-mediated
endocytosisClin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. CancerFe$259-1268 (2009).

296. Ramachandran, S., Quist, A. P., Kumar, S. &k RaCisplatin nanoliposomes for cancer
therapy: AFM and fluorescence imaging of cisplatimcapsulation, stability, cellular
uptake, and toxicity.angmuir ACS J. Surf. Colloidg, 8156—-8162 (2006).

297. Carvalho Junior, A. D., Vieira, F. P., Melo, ¥ de, Lopes, M. T. P., Silveira, J. N.,
Ramaldes, G. A., Garnier-Suillerot, A., Pereira-dJaE. C. & Oliveira, M. C. de.
Preparation and cytotoxicity of cisplatin-contamilpposomesBraz. J. Med. Biol. Res.
Rev. Bras. Pesqui. Médicas E Biologicas Soc. BBadisica A0, 1149-1157 (2007).

298. Koch, M., Krieger, M. L., Stélting, D., Brermeé\., Beier, M., Jaehde, U., Wiese, M.,
Royer, H.-D. & Bendas, G. Overcoming chemotheragsystance of ovarian cancer cells
by liposomal cisplatin: molecular mechanisms uragiby gene expression profiling.
Biochem. Pharmacd@5, 1077-1090 (2013).

299. Zhang, H., Kim, J. K., Edwards, C. A., Xu, Zgichman, R. & Wang, C.-Y. Clusterin
inhibits apoptosis by interacting with activatedkB&at. Cell Biol7, 909-915 (2005).

300. Wu, W., Wang, H., Guo, W., Yang, K., Zhao, Yiang, Y. & He, P. Up-regulation of
fas reverses cisplatin resistance of human smélllweg cancer cellsJ. Exp. Clin.
Cancer Res. CF9, 49 (2010).

301. Casagrande, N., Celegato, M., Borghese, CnghMg M., Colombatti, A. & Aldinucci,
D. Preclinical activity of the liposomal cisplatifpoplatin in ovarian cancerClin.
Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Bg5496-5506 (2014).

302. Boulikas, T. Clinical overview on Lipoplatim successful liposomal formulation of
cisplatin.Expert Opin. Investig. Druds$,1197-1218 (2009).

303. Breen, E. C. VEGF in biological contrdl.Cell. Biocheni02,1358-1367 (2007).

304. Rudd, T. R., Skidmore, M. A., Guimond, S. Guerrini, M., Cosentino, C., Edge, R.,
Brown, A., Clarke, D. T., Torri, G., Turnbull, J..,ENichols, R. J., Fernig, D. G. &
Yates, E. A. Site-specific interactions of copp@r{bns with heparin revealed with
complementary (SRCD, NMR, FTIR and EPR) spectrosctgchniquesCarbohydr.
Res343,2184-2193 (2008).






Anhang

201

8 Anhang

8.1 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb. 2.1: Struktur des Cisplatin und Transplatin .....cccccc.ceeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee

Abb. 2.2: Hydrolyse- und Protolyseverhalten von Cisplatinvéissrigem Milieu........

Abb. 2.3: Das intrazellulare Konzentrationsgleichgewicht @splatin und seinen

HYdrolySEfOrMEN ... e

Abb. 2.4: Isolierte Darstellung der Bindung eines Cisplatouakomplexes an

GUANOSINPNOSPNAL. ...uveeiiiiiei e
Abb. 2.5: Schematische Darstellung der mdglichen CisplaABAddukte ..............
Abb. 2.6: Vergleich zwischen Nekrose und APOPLOSE .....ccceeeuuniiiiiieeeeeeeeieeeeeeiinens
Abb. 2.7: Gesamtubersicht tber den intrinsischen und exdghen Apoptosewegq....
Abb. 2.8: Ubersicht tiber die BH-Domaénen einiger VertreterBig-2-Familie ..........

Abb. 2.9: Proteindomanen des extrinsischen Apoptosesignabvege......................

Abb. 2.10: Aktivierung primér apoptoseunabhéngiger Signalweigeh Cisplatin

INduzierte DNA-SChEAEN.......ccooi e
Abb. 2.11: Pre-targetResistenzmechanismen ...........ccccovo i
Abb. 2.12: On-targetResiStenZmechaniSMEN ............cooviviiiceeeeeeeiiiieee e e e

Abb. 2.13: Post-targetResistenzmechanisSmen .............ooooiiiicecceemmiiiiiiie e

Abb. 2.14: Antiapoptotische Mechanismen der cisplatinindueieiChemoresistenz und

maogliche Angriffspunkte einer Chemosensitivierung.............cccccvvvvvvnnn.

Abb. 2.15: Schematischer Querschnitt durch &irgeiertes Liposom.........................

Abb. 2.16: Ubersicht tiber passives und aktiv@getingmittels Cisplatinliposomen

Abb. 2.17: Struktur des HEPAIINS .........uuuuuuii vt

Abb. 2.18: Vereinfachte Darstellung der enzymatischen unttreazymatischen

HeparanaseeffeKte. ...

Abb. 2.19: Schematische Ubersicht iber selektin-/integrinviefte

Tumorzellinteraktionen mit Endothelzellen, Leukaaytund Thrombozyten
Abb. 4.1: Struktur des LipidanKersS.........cccoeeeeiiieeeeeiiiein e e
Abb. 4.2: Struktur des rot-blauen Biuret-KOMPIEXES .. e eeeeeerrrrrnniiiiiiieieeeeaeeennn

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des Pipettierschemas @W&ll-Platte fur

CisplatinuptakeUntersSuChUNGEN ..........ouuuuiiuuuuiinee s e e e e e eeeeeeieeens

...... 0.3

AR



202

Anhang

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

4.4:.

4.5:
4.6:
4.7:
4.8:
4.9:
4.10:
4.11:

4.12:
4.13:
4.14:
5.1:
5.2:

5.3

5.4:
5.5:

5.6:

5.7:

5.8:

5.9:

5.10:

5.11:

Schematische Darstellung des Pipettierschemas @&/ ell-Platte flr den

= LT | PP UPRRP 78
Struktur des violetten BCA-KOMPIEXES......ccoeeeeiiiiiiiieieieeeeeeee e 79
Pipettierschema des BCASSAB ..........ccuuvuruuiiiiiiiiiieeeeeeee e e 80
Intrazellulare Metabolisierung des Calcein-AM duEesterasen ............cccooe...... 83
Intrazellulare Metabolisierung des Rhodamin 128 diEsterasen..................... 84
Ablauf der von Rettich-Peroxidase katalysierteminol-Reaktion ................... 88
ReUKEION VON MTT ...ttt eeeen e 90
Skizze der angelegten Kreisflachen zur BestimndergPixeldichte und den

drei unterschiedlichen Typen von Messpunkten audrei

Nitrozellulosemembran des APOPLOBEAYS.............uurrrruriiiieeeeeeeeeeeeeeees 95
Ermittlung des Netto-Mittelwertes..........oceeeeeeiiiii i 96
Ermittlung des korrigierten Mittelwertes ..., 96
Ermittlung der Expressionsanderung der Proben..............ccooooeiiiiini 97

Zytotoxizitat des freien Cisplatins in A2780- uAgd780cis-Zellen nach 72 h...107
Zytotoxizitat des freien Cisplatins in A2780- uAg780cis-Zellen nach

24, A8 UNA 72 Nttt e e e e e e 108
Zytotoxizitat der Cisplatinliposomen in A2780- uA@780cis-Zellen nach

24, A8 UNA 72 Nttt e e e 109
Zytotoxizitat der Leerliposomen NACh 72 N occeeeeeeeiee i, 11

Die intrazellulare Akkumulation von 20 pmol/L Ciapn nach Behandlung

mit freiem Wirkstoff und CisplatinlipOSOMeN ..ccee.oooeeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 112
Die intrazellulare Akkumulation von 20 pmol/L Cliapn in mit freiem

Wirkstoff oder Cisplatinliposomen behandelten A2-780d resistenten
A2780cis-Ovarialkarzinomzellen ach 24 h....ccoeeeiiiiiiiiiis 113
CTR1-Expression nach Behandlung mit Cisplatin digeisomalem Cisplatin.115
Zytotoxizitat von Kupfersulfat-pentahydrat in AZF8ind A2780cis-Zellen ... 116
DNA-Platinierung von cisplatinresistenten A2780duk2780cis-Zellen nach

der Behandlung mit 20 pmol/L freiem oder liposomal€isplatin ................... 118
Identifizierung der zehn am stéarksten regulie@meGO process networks

in chemoresistenten A2780cis-Ovarialkarzinomzellen............ccccooeeeeeeenee. 121
Identifizierung der zehn am starksten regulief@meGO process networks

in chemoresistenten A2780cis-Ovarialkarzinomzetiach der Behandlung

mit der EGp an freiem Cisplatin...............oiiiiiiiommmme e, 122



203
Anhang

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

5.12

5.13:

5.14.

5.15:

5.16:

517:

5.18:

5.19:
5.20:

5.21

5.22:

5.23:

5.24:

5.25
5.26

5.27
5.28
5.29

5.30:

5.31:

- Identifizierung der zehn am starksten regulie@@meGO process networks
in chemoresistenten A2780cis-Ovarialkarzinomzetiach der Behandlung
mit der EGp an liposomalem Cisplatin ............ccceoiiieeeeeiieeeiiicceeee e 122

Gesamtubersicht Uber die 33 Proteine des Apofosgs und deren

Lumineszenzsignal als PiXeldiChte ..........ccoo oo 125
Proteinexpression von an Serin 15, 46 oder 393aryliertem p53............. 126
Proteinexpression von Pro-Caspase-3 und aktivepd3@-3..........cccceeeeeeeeennn. 127
Proteinexpression von Apoptoseproteinen, die amndensischen Apoptose
(013 (=T [To 18RS o T 128
Proteinexpression von Apoptoseproteinen, die arexkeinsischen Apoptose
DELEIlIGE SIN...eeeiiieieee e e e e e ——————— 130
Proteinexpression von physiologischen Apoptoseitdrien und deren
INNIDITOTEN ... eee e e e eeeeeees 131
Proteinexpression von antioxidativen Proteinen idggoxiemarkern .............. 132
Expression von zellzyklusregulierenden Proteinen............ccccceeevvvevvveeeivnnnnns 134
: Relative Expression von APOPtOSEPrOtEINEN e evvvveeveeiiiiciiee e e e e e e e e eeeeeeee, 135

Pro-Caspase-9- und Caspase-9-Expression nach ddehgmmit Cisplatin

oder liposomalem Cisplatin...........coooi i 136
Relative Quantifizierung der mit APAF-1 komplexenr Caspase-9- und

freien Caspase-9-EXPreSSION ............... e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeesnnnnnnn s 137
Pro-Caspase-8- und Caspase-8-Expression nach ddehgmit Cisplatin

oder liposomalem Cisplatin............oooi i 138

: Relative Quantifizierung der Pro-Caspase-8- unsp@se-8-Expression .......... 138

: EGsp von freiem Cisplatin und Cisplatinliposomen inisésnten
Ovarialkarzinomzellen unter Einfluss eines Casase8- oder -9-Inhibitors . 140

: Zytotoxizitat von Lipoplatin™ in A2780- und A2788eZellen........................ 142

: Relative Expression von Apoptoseproteinen als Raalkauf Lipoplatin™ ...... 143

: Aufnahmen zweier Mause am Maestrai™ivo Fluorescence Imaging

System 5 min, 1 h, 24 h und 48 h nach der Injektimm DiR-markierten

T oT0 RS0 ] 41T o OO 147
Ex viveAufnahmen der praparierten Organe 24 h nach eimeiten

Injektion von DiR-markierten LIPOSOMEN.......ucemmieiiiiieeeeeiiiiiiiiieseeeeeeeeeeeeeeas 149
Ex viveAufnahmen des Tumorquerschnitts im direkten Vechleur Lunge

24 h nach einer zweiten Injektion von DiR-markiartéposomen.................... 150



204

Anhang

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

5.32:

5.33:

5.34:

5.35:

5.36:

5.37:

5.38:

5.39:

5.40:

5.41:

5.42:

5.43:

5.44:

5.45:

5.46:

Aufnahmen von drei Mausen mit A2780- bzw. A27800isnoren am
Maestro™in vivo Fluorescence Imaging System vor der Injektionh 24d

48 h nach der Injektion von DiR-markierten Liposome............ccccoeeevveeeeeennne. 152
Die intrazellulare Akkumulation von 20 uM Cisplatiach Behandlung mit
freiem Wirkstoff undtargeterten Cisplatinliposomen .............ccccoooeeeeeennnn. 154
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von zwei AZE30
Tumorquerschnitten nach der Praparation aus Madsemit Liposomen
behandelt WUIdEeN. ...t e 155
Zytotoxizitat von Cisplatin allein und nach Voruibation mit 50 pg/mL

LI V=T o =g | o PP UPPTTRPUPPTR 159
Zytotoxizitat von Tinzaparin in A2780- und A2788¢iellen nach 24, 48 und

Calcein(-AM)-Efflux aus A2780-Zellen und A2780adellen in Medium 3 h

nach der Inkubation mit einer Verdiinnungsreihe Fondaparinux oder

LI €= o - g 1 o PSR 162
Calcein(-AM)-Efflux aus A2780adr-Zellen in Mediudnh nach der

Inkubation mit einer Verdiunnungsreihe von Fondapaciund Tinzaparin im
Vergleich zu etablierten INiDItOren........ oo 163
Durchflusszytometrische Bestimmung der Calcein(JAvhd Rhodamin
123-Akkumulation in A2780adr-Zellen.........cccceeeiiiiiiiiiiiiiieee 46

ATP7A-Expression nach Behandlung mit 2 umol/L @Gsp fur 72 h ohne,

mit gleichzeitiger Inkubation oder mit Vorinkubatioeon Tinzaparin ............... 165
CTR1-Expression nach Behandlung mit 2 umol/L Gisplfir 72 h ohne,

mit gleichzeitiger Inkubation oder mit Vorinkubatioeon Tinzaparin ............... 166
CTR1-Expression in unbehandelten und mit Cisplatid/oder Tinzaparin
behandelten A2780- und A2780cis-Zellen .......ccccciioiiiiiiiiiiiiin 167
Relative Quantifizierung der CTRL-EXPreSSION . ccvvvvevriiriiiiiiineeeeeeeeaeeeee 167
Intrazellulare Akkumulation von 20 uM Cisplatingit24 h in resistenten

A2780cis-Zellen unter dem Einfluss einer gleichigen Inkubation oder
Vorinkubation mit 50 pg/mL TiNZaparin..........ccceeeeeeieeeeiiieeeeeeei e 169
Repréasentative isothermale kalorimetrische Taration Tinzaparin mit
Kupfersulfat-pentahydrat und CTR1-Expression vobalrandelten und mit

50 pg/mL Tinzaparin behandelten A2780- und A278deiken ...................... 170

Anzahl der durch Tinzaparin regulierten Gene sistenten A2780cis-Zellen..172



205
Anhang

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.

2.1:

4.1:
4.2:
4.3:
4.4:.
4.5:
4.6:
4.7:
4.8:
4.9:

4.10:
4.11:
4.12:
4.13:
4.14:
4.15:

4.16:

4.17:
4.18:
4.19:
4.20:

5.1:

5.2

5.3:

5.4:

5.5:
5.6:

Ubersicht tiber die von der FDA zugelassenen umigirklinischen Priifung

befindlichen liposomalen Wirkstoffformulierungen...............oooiiiiiiiinn. 26
Informationen zu den verwendeten Substanzen.................cooeeeiciiiiiiiiinneee. 45
Informationen zu den verwendeten Lipiden ......cceevveveviiiiiiiiiieeeeeeeveeevveeen 4
Strukturen der verwendeten Lipide .........comeeeeeeeiiiiiiiiiiiininnnneeeeeeeeneeeeeen . 48
Informationen zu den verwendeten ANtIKOIPEIM. oo uveeeeiiiiiee e 49
Informationen zu den verwendeten Caspaseinhiloitare...............cccceevvvvvevnnnne 50
Informationen zu den verwendeten Fertigarzneitnitte...............ccccvvvvceenennnn. 50
Informationen zu den hergestellten Substanzlésunge...........cccccvvvviiiiiinnnnn. 51
Informationen zu den hergestellten Antikdrpervedingen ................ccvvvennnnn. 54
Informationen zu den verwendeten Lipidstammldsange............c..ccccvvvvvnnnnnnn. 56
Informationen zu den verwendeten Puffern und Lgsan...............cccccceeeeeennnn. 56
Informationen zu den hergestellten LiposomendEpaEN ...........cccceeveieeeeeeeeenn. 60
Informationen zu den verwendeten Verbrauchsmadimia................cccevvvvvnenes 62
Informationen zu den verwendeten Geraten..............ooooeevvvviiiiiiiieeeeeeeeen. 3.6
Informationen zu der verwendeten Software................ccccccvvvvvviieeeiveeeeennnn . . 6

Parameter des Graphitofens im Verlauf einer Megsutndem Spektrometer
SPECITAA” ZEEMAN 220 ...t ee e e ee e ee e e, 3.7

Behandlungsschemata der einzelnen Inkubationsanitdas

LTS3 =] T o] (o) 11 Vo TSR 85.
Behandlungsschemata der einzelnen Inkubations@Bat¥TT-assays......... 89
Parameter einer Messung am Titrationskalorimeter...........ccccceeeviiiiinneneennnne. 92
Versuchsbedingungen der isothermalen TitratioN..eee.......ccceeeeiieieieeiiiiieeeeeinns 93

Behandlungsschemata der einzelnen Inkubationsang#tProteimarrays....... 94
Liposomengroéf3e, Polydispersitatsindex, Lipidgehatt Cisplatingehalt der
Cisplatinliposomen und LeerlipOSOMEN ... o eeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiinaaaeeeeeeeeeeans 210
Durchschnittlicher Lipidgehalt ermittelt aus deimoBphatgehalt der

Phospholipide und der daraus resultierende Lipldser.................ovvvvviiiennnnn. 103
Kopplungskonstanten der holotransferringekoppdlipnsomen als Mal3 fur

die KopplungSeffiZIBNZ ..........uuuueiiiieeee e 104
Einschlussrate der vier hauptsachlich untersud@tsplatinliposomen ............ 106
Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Gsplnach 72 h................ 107

Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Gisplund

CisplatinliPOSOMEN ......uiiiiiiiiie e e 110



206

Anhang

Tab. 5.7: Jeweils niedrigste Egeines Einzelversuchs mit Leerliposomen............... 111
Tab. 5.8: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von Kupfersydktahydrat................... 116
Tab. 5.9: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Gigsplund Lipoplatin™

NACKN 72 N 142
Tab. 5.10: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Gisplund

Cisplatinliposomen in Caov-3- und Caov-3cis-Zellen...........cccccceeeveeeevinnnnnnn. 145
Tab. 5.11: Zusammenfassung der Zytotoxizitat von freiem Gigplallein und mit

gleichzeitiger Inkubation oder 18 h VorinkubatioonvTinzaparin................... 159
Tab. 5.12:: Zusammenfassung dersi@ler P-GP-Inhibitoren ...............cooovvii e, 163
Tab. 5.13: Zusammenfassung derd{ler P-GP-Inhibitoren in allen

durchflusszytometrischen Versuchen.........occccccvvvvvvveeieiciiiii e, 64l



207
Anhang

8.2 Publikationsliste

Wissenschatftliche Originalarbeiten

Pfankuchen, D. B.*, Stdlting, D. P.*, Schlesingdr, Royer, H.-D. & Bendas, G.

Low molecular weight heparin tinzaparin antagonizesplatin resistance of ovarian cancer
cells.

Biochem. Pharmac®7, 147-157 (2015).

Stélting, D. P., Borrmann, M., Koch, M., Wiese, ®Royer, H.-D. & Bendas, G.
How liposomal Cisplatin overcomes chemoresistanegvarian tumour cells.
Anticancer Re84,525-530 (2014).

Stélting, D. P., Koch, M., Wiese, M., Royer, H.-® Bendas, G.

Liposomal cisplatin can overcome chemotherapy taste of A2780 ovarian cancer cells by
inducing the extrinsic apoptotic pathway.

Int. J. Clin. Pharmacol. Thes2,78-81 (2014).

Stolting, D. P., Jaehde, U., Wiese, M. & Bendas, G.
Are low molecular weight heparins able to sensitizemoresistant tumor cells?
Int. J. Clin. Pharmacol. Thes1, 70-73 (2013).

Koch, M., Krieger, M. L., Stélting, D., Brenner, NBeier, M., Jaehde, U., Wiese, M., Royer,
H.-D. & Bendas, G.

Overcoming chemotherapy resistance of ovarian camedls by liposomal cisplatin:
molecular mechanisms unveiled by gene expressiiiipg.

Biochem. Pharmacd@5, 1077-1090 (2013).

(*gleichberechtigte Erstautoren)



208
Anhang

Posterbeitrage

Stolting, D. P., Borrmann, M. L., Koch, M., Wiedé,, Royer, H.-D., Bendas, G.

How liposomal cisplatin overcomes chemoresistanag/arian tumour cells.

9™ International Conference of Anticancer ReseardrioPCarras (Griechenland), Oktober
2014

Pfankuchen, D. B., Stdlting, D. P., Krieger, M. Rgyer, H.-D., Bendas, G.

Novel strategies to overcome the cisplatin resegtaf tumor cells - Liposomes & LMWH as
promising modulators

DPhG Jahrestagung, Frankfurt, September 2014

Pfankuchen, D. B., Stdlting, D. P., Bendas, G.

Chemosensitizing effects of low molecular weighipdmn on cisplatin-resistant ovarian
cancer cells

CESAR Jahrestagung, Bonn, Juni 2014

Stélting, D. P., Koch, M., Pfankuchen, D. B., Rqyér-D., Bendas, G.

Liposomal cisplatin can overcome chemotherapy tasi® of ovarian cancer cells by
inducing the extrinsic apoptotic pathway: Molecutagchanisms unveiled by gene expression
profiling

DPhG Jahrestagung, Freiburg, Oktober 2013

Stolting, D. P., Koch, M., Krieger, M. L., Wiese,.MRoyer, H.-D., Bendas, G.

Liposomal cisplatin can overcome chemotherapy ta&ast® of ovarian cancer cells by
inducing the extrinsic apoptotic pathway: Molecutaechanisms unveiled by gene expression
profiling

CESAR Jahrestagung, Tubingen, Juni 2013



209
Anhang

Stolting, D. P., Koch, M., Krieger, M. L., Wiese,.MRoyer, H.-D., Bendas, G.

Liposomal cisplatin can overcome chemotherapy tasi® of ovarian cancer cells by
inducing the extrinsic apoptotic pathway: Molecutagchanisms unveiled by gene expression
profiling

6'" Mildred Scheel Cancer Conference, Kénigswintenj 2013

Stolting, D. P., Jaehde, U., Wiese, M., Bendas, G.
Are low molecular weight heparins able to sensitizemoresistant tumor cells?
CESAR Jahrestagung, Essen, Juni 2012

Stélting, D. P., Krieger, M. L., Jaehde, U., andh8as, G.

pH-sensitive cisplatin liposomes as a tool for I®giag chemoresistance in ovarian cancer
cells

DPhG Jahrestagung, Braunschweig, Oktober 2010

Vortrage

Stélting, D. P.
Mechanisms of cisplatin chemoresistance — Liposamsggomising modulators

22"° Mountain / Sea Liposome Workshop, Ameland (Niegtedk), September 2012

Stélting, D. P.
pH-sensitive cisplatin liposomes as a tool for ®giag chemoresistance of ovarian cancer

cells
21°T Mountain / Sea Liposome Workshop, Oberjoch, M&¥12



210
Anhang

8.3 Danksagung

Ich bedanke mich ganz herzlich bei meinem DoktenwBtof. Dr. Gerd Bendas fir die Moglichkeit an
diesem interessanten Thema zu arbeiten. Besonderseime stete Bereitschaft zur Diskussion und
Weiterentwicklung meiner Forschung diese Arbeit geddlich ermdglicht. Auch fur die kurzen Wege
und das unkomplizierte Arbeitsklima bedanke ichimsehr. Es hat mir viel Freude bereitet.

Prof. Dr. Ulrich Jaehde danke ich sehr fiir dasrésse an meiner Arbeit und die Ubernahme des
Zweitgutachtens, aul3erdem fur die hervorragendardosenarbeit mit ihm und seinem Arbeitskreis.
Prof. Dr. Alf Lamprecht und Prof. Dr. Albert Haasnke ich fur ihre direkte und freundliche
Bereitschaft zur Mitwirkung in der Priifungskommessi

Dr. Thomas Muller danke ich fiir die netten Teleftenand Treffen sowie die vielen Mihen, die den
kleinenin vivo-Ausblick dieser Arbeit ermdglichten. In diesem Zmsnenhang danke ich auch Anne-
Kathrin Heinrich fiur die Durchfuhrung der damit kandenen Versuche und Aufnahme von
Fluoreszenzbildern.

PD Dr. Hans-Dieter Royer danke ich fir die Durchéifg und Auswertung dgyene arrayAnalysen.
Seine Bereitschaft zum personlichen Gesprach und &mngagement fir die gemeinsame
Forschungsarbeit haben wertvolle Ansatze fir dipegmentellen Labortatigkeiten dieser Arbeit
geliefert.

Bei Prof. Dr. Matthias Kassack bedanke ich michdés Uberlassen der Caov-3-Zelllinien, bei Prof.
Dr. Wiese und Martina Lebbing-Neuber fir die Zusanarbeit bei der Untersuchung der MDR-
Transporter.

Michaela Borrmann méchte ich fur den reibungsldsatenaustausch im Bereich unserer aufeinander
aufbauenden Themen danken. Auch den anderen ati@meuen Mitgliedern der Arbeitsgruppe
Bendas danke ich fur das kommunikative und freumafsiiche Miteinander.

Dr. Ralf Mayer danke ich fur die gute Ausbildung Bereich der Ausbildung von Studenten. Seine
pragmatische und personliche Art im Umgang mit einTeam und den Studenten war sehr
bereichernd. In diesem Sinne mochte ich mich awhrzinen Assistentenkollegen/-innen, die mit
mir gemeinsam das Praktikum Arzneimittelanalytikréet haben, bedanken. Es war stets eine offene
und freundliche Atmosphare.

Bei Dr. Marion Kottwitz bedanke ich mich fir die Miichkeit zu meiner Nebentatigkeit in der
Gurzenich-Apotheke in Koln. Die Ausibung des Apé&#reerufs hat mir neben der
Forschungstatigkeit immer Freude bereitet und didrekhterhaltung des Kontaktes zu meinem
angestammten Beruf ermoglicht. Auch bei allen Negrn des Apothekenteams, die meine
Entwicklung vom Praktischen Jahr an mit Interess#olgt haben, danke ich dafr.

Mein sehr personlicher Dank gilt als Erstes meilieyen Eltern, Gudrun und Uwe Stélting, die mich,

seit ich denken kann, immer unterstitzt und ermut@gben und denen ich auch neben meiner
Ausbildung so viel verdanke.

Dies gilt auch fur meinen besten Freund Daniel Rfahen, der flr mich in allen entscheidenden
Situationen da war und hoffentlich immer sein wird.

Dr. Corinna Bringmann und David Hirzel danke ich flas sorgfaltige Korrekturlesen dieser Arbeit

und ihre wertvolle Freundschaft. Aul3erdem bedackeniich bei allen Freunden aus Kinder- und

Jugendtagen in Koblenz und dem Studium in Bonnyrdiebis jetzt die Treue gehalten und mich mit

ihrer Teilnahme unterstitzt haben.



