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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Spezifisches Targeting von Medikamenten

Krebs ist in Industrieldandern die zweithaufigste Todesursache [1]. Durch die Einwirkung exogener
und endogener Noxen werden Onkogene aktiviert und/oder Tumorsuppressorgene deaktiviert,
wodurch einzelne entartete Zellen mit unkontrolliertem Wachstum beginnen [2]. Die Therapie von
Tumorerkrankungen zielt deswegen in den meisten Fallen darauf ab die Zellproliferation zu
unterbinden, wobei Krebszellen starker beeintrachtigt werden missen, als gesunde Zellen. Der
Einsatz klassischer Zytostatika, wie zum Beispiel der Mitosehemmstoff Paclitaxel oder der DNA-
Crosslinker Cisplatin, fihrt zu massiven und fiir den Patienten sehr belastenden Nebenwirkungen,
die im Allgemeinen dadurch entstehen, dass auch manche gesunde Kérperzellen eine hohe
Proliferationsrate haben und dadurch besonders empfindlich auf den Einsatz von Zytostatika
reagieren. Die bekanntesten sind Erbrechen durch die Zerstoérung der sich schnell teilenden
enterochromaffinen Zellen im Darm und daraus folgender Dauerstimulation der Area postrema
im Gehirn sowie eine starke Immunsuppression durch Verhinderung der T- und B-Zell-Proliferation
und daraus folgende Infektionen. AuRerdem kann das mutagene Potential vieler Zytostatika die
Ursache fir systemisch auftretende Sekundartumore sein. Diese Aufzahlung ist nur ein kleiner Teil
der unerwiinschten Wirkungen, die bei der Therapie von Tumoren auftreten kénnen. Deswegen
ist es wichtig, die entarteten Zellen gezielt mit dem Zytostatikum adressieren zu kénnen, um den
Patienten eine effizientere Therapie und eine hohere Lebensqualitat zu ermoglichen. Es gibt
verschiedene Ansatze, um dieses Ziel zu erreichen. Erstens kénnen Tumorzellen mittels
tumorspezifischer Antigene oder Uberexprimierte Oberflichenrezeptoren adressiert werden
(siehe Abschnitt 1.1.1). Zweitens kann mittels nano- und makromolekularer Formulierungen der
besondere Aufbau solider Tumore ausgenutzt werden, wodurch der Enhanced Permeability and
Retention Effekt zum Tragen kommt (siehe Abschnitt 1.1.2). Drittens kann durch die Verwendung
von Photosensibilisatoren (siehe Abschnitt 1.2) der Wirkbereich auf ein bestrahltes Areal
eingeschrankt werden. Auf die verschiedenen Méglichkeiten der Spezifizierung soll im Folgenden

naher eingegangen werden.
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1.1.1 Rezeptor-vermitteltes Targeting von Medikamenten

Tumorzellen haben im Vergleich zu gesunden Korperzellen einen voéllig veranderten
Metabolismus. Daraus ergibt sich ein anderes Muster an Oberflichenmolekiilen. Wahrend zum
Beispiel MHC-Molekiile herunterreguliert werden [3], um der Erkennung durch das Immunsystem
auszuweichen, werden Rezeptoren, die das Wachstum férdern, wie zum Beispiel der Rezeptor fiir
den vascular endothelial growth factor (VEGF), oder den erhéhten Nahrstoffbedarf befriedigen,
wie zum Beispiel der Folat Rezeptor a (FRa) oder der Transferrin Rezeptor 1 (TfR1), der den
Eisenstoffwechsel reguliert, haufig hochreguliert. Um eine Wirkung (iber signalgebende
Rezeptoren, wie den VEGF-Rezeptor, zu erreichen, werden Inhibitoren oder monoklonale
Antikorper angewendet, die ihre Wirkung spezifisch durch Blockade dieses Rezeptors entfalten
[4]. Bei FRa und TfR1 handelt es sich um endozytotische Rezeptoren. Durch Bindung des
Substrates wird alles, was an das Substrat gebunden ist, endozytotisch in die Zelle eingeschleust.
Der TfR1 spielt eine wichtige Rolle im Eisenstoffwechsel von Kérperzellen. Transferrin kann Eisen
binden und wird dann erst Uber den Rezeptor aufgenommen. Dort gelangt es in ein saures
Zellkompartiment, wo das Eisen abdissoziiert. Dieser Mechanismus macht den TfR1 durch dessen
Hochregulation in vielen entarteten Geweben zu einer nitzlichen Struktur, um speziell

Tumorzellen zu erreichen|[5], [6].

Ein weiteres interessantes Target flir Rezeptor-vermittelte Endozytose ist der FRa. Dieser ist

Gegenstand der vorliegenden Arbeit und wird im folgenden Abschnitt detailliert beschrieben.

1.1.1.1 Der Folat Rezeptor

Folat Rezeptoren (FR) sind Cystein-reiche Oberflachen-Glykoproteine [7] mit einer Masse von
38 — 45 kDa. Es gibt drei verschiedene Isoformen: FRa, FRPB und FRy. lhnen ist gemein, dass die
hochaffine Folat-Bindungstasche (Kp = 0,1 - 1 nM) aus denselben konservierten Aminosauren
besteht [8]. FRa und B sind {iber Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Zellmembran verankert
[9], wahrend die y Isoform ein l6sliches Protein ist [10]. Die Isoformen sind im Korper auf
unterschiedlichen Zellen lokalisiert. FRa ist in geringen Mengen auf der luminalen Seite vieler
gesunder, polarisierter Epithelzellen zu finden. FRB befindet sich bevorzugt auf Zellen des
hamatopoetischen und lymphatischen Systems. Ein groRer Teil der Folsdure-Versorgung gesunder

Korperzellen wird aber auch vom reduced folate carrier (RFC) Gbernommen [11], der ubiquitar auf
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allen Korperzellen exprimiert wird, aber eine deutlich niedrigere Affinitat zur Folsdure hat. Der
FRa ist deshalb ein so spannendes Target fiir die gezielte Krebstherapie, weil ca. 40 % aller Tumore
ihn Uberexprimieren und ihre Polarisierung verlieren, um in einer Folsdure-armen Umgebung
ihren hohen Folsdaure-Bedarf zu decken [12], der durch die stark gesteigerte Proliferationsrate
zustande kommt. (Auf die physiologische Bedeutung der Folsdure wird in Abschnitt 1.3 ndher
eingegangen.) Dies betrifft besonders stark Adenokarzinome des Urogenitaltraktes und
verschiedene Gehirntumore [13], [14], wahrend andere Arten von Tumoren davon weniger haufig
betroffen sind. Die Uberexpression der Folatrezeptoren korreliert mit der Wachstumsrate der
Krebszellen, wie in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte [15], [16]. Die Rezeptoren treten
geclustert auf der Zelloberflache auf. Der GPI-Anker des Molekdils ist in sogenannten lipid rafts
(cholesterin- und sphingolipidreiche Inseln) in der Membran verankert. Je nach Folsdureangebot
konnen sie hoch- und runterreguliert werden (siehe Abb. 1.1). AuRerdem ist ihre Expression tber
Steroid-Rezeptoren-vermittelte Mechanismen induzierbar. Die Abhéngigkeit der FRa-Expression
vom Estrogenspiegel ist therapeutisch besonders bei Tumoren des weiblichen Urogenitaltraktes

von Bedeutung [17], [18].

Neg. Pos. Folsaure; 24 h
Kontr. Kontr. <& >

(kein AK)  DMEM 5uM 10uM  50puM  100puM 500 pM

DAPI

anti-FRa-1gG
+ 1gG-FITC

Abb. 1.1: Regulation des FRa in KB Zellen nach 24 h Inkubation mit Folséiureiiberschuss. Die
Kernférbung wurde mit DAPI durchgefiihrt. Der FRa wurde mit einem murinen IgG AK gegen den
human FRa inkubiert, gewaschen und anschlieffend mit einem FITC-gelabelten goat-anti-mouse
1gG versehen. Nach dem waschen wurden die Zellen mit eiskaltem PFA (4 %) fixiert.

Die Aufnahme des Rezeptors und des gebundenen Liganden erfolgt endozytotisch, wie bei allen
Glycosylphosphatidyinositol verankerten Proteinen (GPI-APs), (iber den sogenannten Clathrin-
independent carrier (CLIC) Weg. CLIC-vermittelte Endozytose ist in der Lage gréBere Volumina

aufzunehmen als Clathrin- und Caveolin-vermittelte Vesikel. Die durch den CLIC Weg
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aufgenommene Ladung wird in sogenannte GPI-AP enriched endosomal compartments (GEECs)
transportiert. Im Normalfall findet hier die Ablosung der Folsdure und deren Transport ins Zytosol
statt, wo sie als Kofaktor bendtigt wird. Der Rezeptor wird mit Hilfe kleiner GTPasen zu Recycling-
Endosomen transportiert, die ihn zurlick zur Zelloberflache transportieren [19]. Der Rezeptor hat
eine extrem hohe turn-over Geschwindigkeit und der beschriebene Zyklus dauert nur wenige
Minuten [20]. Findet nun aber eine multivalente Rezeptorbindung, wie es zum Beispiel bei
Folsdure-gekoppelten Nanopartikeln der Fall ist, statt, weicht der intrazelluldre Transportweg vom
klassischen CLIC Weg ab. Es wird vermutet, dass diese Art von Cargo nach Endozytose in den
Caveolin-vermittelten Transportweg eingeht und lysosomal verdaut wird [21], [22]. Aus Studien
mit unterschiedlichen Zelllinien geht allerdings hervor, dass die genauen Transportwege
zelltypspezifisch und komplex sind. Fiir die endgiiltige Distribution spielen in allen Fallen das friihe

Endosom und der Golgi Apparat eine sehr wichtige Rolle [23], [24].

Eine weitere Besonderheit der GPI-APs ist deren Fahigkeit zur Transzytose in verschiedenen
polarisierten Epithelzellen, wie es zum Beispiel beim FRa in der Leber und der Niere beobachtet
werden kann [25]—-[27]. Hierbei wird der Rezeptor samt Ladung von der basolateralen Seite der
Zelle iber den Golgi Apparat zur apikalen Seite transportiert und aus der Zelle ausgeschleust. So
wird verhindert, dass die Folsaure aus dem Korper ausgeschieden oder verstoffwechselt wird. Aus
dieser Besonderheit ergibt sich ein weiterer Vorteil Folsdure-gebundener Medikamente. Da diese
durch Leber- und Nierenzellen transportiert werden, ohne an deren intrazelluldares Target zu

gelangen, kdnnen sie weder Hepato- noch Nephrotoxizitat verursachen.

Fir die Anwendung in Therapie und Diagnostik muss also zwischen mono- und multivalenten
Molekiilen unterschieden werden. Wird ein kleines Molekiil monovalent an Folsdaure gebunden,
besteht die Gefahr, dass ein groBer Teil davon nicht das Zytosol erreicht oder sogar (iber den
Recycling Weg aus der Zelle ausgeschleust wird. Um diesen Umstand zu umgehen wird in der
Praxis auf einen Trick zurlickgegriffen. Die Folsaure wird Uber eine Disulfidbriicke an das zu
transportierende Molekill gebunden. Das frithe Endosom ist leicht sauer (ca. pH 6), wodurch die
Disulfidbindung gespalten und das Molekil von der Folsdure getrennt wird. Mit der Substanz
Vintafolide (EC145) befindet sich ein solches Medikament kurz vor der Zulassung. Dabei handelt
es sich um ein Prodrug, dass im Sauren Desacetylvinblastinhydrazid freisetzt und bei Cisplatin-
resistentem Eierstockkrebs eingesetzt werden soll [28]. Bei multivalenter Folsdurebindung an
Nanopartikel werden mehrere FRa in den lipid rafts quervernetzt und die lber den Rezeptor

aufgenommene Ladung wird endosomal transportiert und lysosomal verdaut [24]. Dies kann sich
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zunutze gemacht werden, um Nanopartikel mit therapeutisch oder diagnostisch interessanten
Molekilen zu beladen. Durch ihre GrofRe haben Nanopartikel den zusatzlichen Vorteil, dass sie
Nutzen aus dem sogenannten Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effekt ziehen und sich
so verstarkt in Tumorgewebe anreichern. Auf den EPR und verschiedene Transportvehikel soll im

nachsten Abschnitt detailliert eingegangen werden.

1.1.2 Ausnutzung des Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effektes

Der Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effekt ist eine Besonderheit soliden
Tumorgewebes, die es ermoglicht, Gewebsspezifitdit durch MolekilgroRe zu erreichen.
Tumorgewebe ist grundsatzlich anders aufgebaut als gesundes Gewebe. Wegen des erhéhten
Nahstoffbedarfs ist ein Tumor sehr stark vaskularisiert. Die Endothelien, die die BlutgefdRe
umschlieBen, sind im Tumorgewebe haufig fenestriert. Zell-Zell-Kontakte sind hier, dhnlich wie in
entziindetem Gewebe, durch die Kallikrein-Kinin-Kaskade aufgelockert [29], wodurch groRRere
Molekile aus der Blutbahn leichter in das Tumorgewebe (ibertreten kdnnen als in gesundem
Gewebe. Die PorengroRe variiert dabei und kann zwischen 100 und 780 nm liegen [30]. AuBerdem
haben diese Gefidlle oft so gut wie keine glatte Muskulatur. In der Praxis bedeutet das, dass die
Anreicherung grofRer Molekille durch Steigerung des Blutdrucks (durch z.B. Angiotensin Il)
beschleunigt werden kann. Zusétzlich ist in Tumoren (im Gegensatz zu entziindetem Gewebe) das
lymphatische System haufig schlecht ausgebildet, was dazu fiihrt, dass diese groRen Molekile
nicht abtransportiert werden und sich anreichern [31]. Das Prinzip des EPR Effektes ist

schematisch in Abbildung 1.2 dargestellt.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des EPR Effektes. Hochmolekulare Substanzen kénnen
gesundes Gewebe nicht penetrieren, widhrend sie in das Turmorgewebe (ibertreten kénnen, da
dieses stdrker vaskularisiert und durch lose Zell-Zell-Kontakte fenestriert ist. Erh6hung des
Blutdrucks durch Angiotensin Il (AT) verstdrkt diesen Effekt (modifiziert nach [31]).

Um die systemische Toxizitat einzuschranken, die niedermolekulare Zytostatika auslésen, wird seit
vielen Jahren an Méglichkeiten geforscht, diese Zytostatika an hochmolekulare Partikel aller Art
zu binden. Dieser Ansatz ermoglicht eine universellere Form des Targetings und kann auf ein
breiteres Tumorspektrum angewendet werden als das Targeting von spezifischen Rezeptoren
oder anderen Epitopen. Die Anforderungen an Partikel, die zur Anreicherung im Tumorgewebe
Uiber den EPR Effekt geeignet sind, sind eine MolekiilgréRe von mindestens 40 kDa [32], eine gute
Biokompatibilitdit und minimale Immunogenitdt. AulRerdem spielen Lipophilie und
Ladungsverhaltnisse eine sehr grofle Rolle. Da GefaRRe durch eine Vielzahl von sulfatierten und
carboxylierten Zuckerresten auf der ZellauRenseite in der Regel eine negativ geladene Oberflache
haben, kann die Verwendung eines kationischen Partikels den EPR deutlich steigern [33]. In der
vorliegenden Arbeit wird im Folgenden naher auf Serumalbumin und Partikel aus modifizierten

Dextran-Polymeren als fir die gezielte Tumortherapie geeignete Transportvehikel eingegangen.

1.1.2.1 Albumin als Transportvehikel

Ein Transportmolekiil, das in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen hat, ist das
Albumin. Es wird vom Korper nicht als fremd erkannt und ist demzufolge nicht immunogen. Es ist

preisglinstig und hat mit 66,5 kDa eine sehr gute GroRe, um den EPR Effekt auszunutzen. Albumin
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hat zwei weitere Vorteile, die ein effizienteres Tumortargeting zur Folge haben. Solide Tumore
haben einen enormen Bedarf an Proteinbausteinen, den sie haufig durch den Verdau von
Serumalbumin decken, weshalb Albumin Uberdurchschnittlich gut von vielen Krebszellen
aufgenommen wird. Zu diesem Zweck haben viele Tumore spezifische Rezeptoren. Beispielsweise
den gp60 Rezeptor auf vielen Tumorendothelien, der Albumin via Transzytose ins Interstitium des
Tumors transportiert [34]. Das Glykoprotein SPARC bindet daraufhin Albumin im Interstitium und

hélt es bis zu dessen Aufnahme in die Tumorzellen dort zuriick (siehe Abbildung 1.3).

Albumin Tumor Lumen

gp 60 Rezeptor
Y9 ¢

Transzytose

ﬂ )r v
SPARC N"«,, + "%

Abb. 1.3: Aufnahme von Albumin in Tumorgewebe. Albumin bindet an den gp60 Rezeptor
auf der Oberfliche des Gefdfsendothels und wird mittels Transzytose ins Interstitium transportiert.
Dort wird es durch das Protein SPARC gebunden und festgehalten, bis es in die Tumorzellen
aufgenommen wird (modifiziert nach [35]).

Albumin ist in der Lage, lipophile Stoffe und Metallkationen physikalisch in dessen
Bindungstaschen zu binden. Die extrem hohe PlasmaeiweilRbindung verschiedener Substanzen
kann in Tumordiagnostik und Therapie ausgenutzt werden. Injiziert man einer Maus
beispielsweise den Farbstoff Evans blue (T-1884), bindet dieser an das Plasmaalbumin und reichert
sich in soliden Tumoren an, wodurch diese blau werden [36]. Erste Ansatze zum Einsatz dieses
Effektes in der photodynamischen Therapie (mehr dazu im Abschnitt 1.2) werden zurzeit
untersucht. Es konnten Squarain Photosensibilisatoren, die eine extrem hohe
Plasmaeiweillbindung haben, in Tumoren von Mausen angereichert werden [37]. In Zellkultur

wurde allerdings gezeigt, dass es nach einer gewissen Inkubationszeit zu einer Umverteilung des
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nicht-kovalent gebundenen Photosensibilisators von der Bindungsstelle am Albumin in die
Zellmembran kommt (siehe Diplomarbeit Kathrin Butzbach [38]). Um unspezifische toxische
Effekte auszuschliel3en, die durch die nicht-kovalent gebundene Beladung des Albumins ausgeldst
werden kénnten, ist deshalb eine kovalente Bindung des Arzneistoffs an das Protein sinnvoll.
Albumin ist an der Oberflache an zahlreichen Aminosdureresten einfach kovalent modifizierbar.
Ein Beispiel fur ein Zytostatikum, bei dem der EPR Effekt bereits iber die kovalente Bindung an
Albumin erfolgreich ausgenutzt wird ist Abraxane®. Es ist seit einigen Jahren in der Behandlung
von Brust-, Lungen- und Pankreaskrebs zugelassen [39]. Dabei handelt es sich um ein Konjugat aus
Albumin und dem Mitosehemmstoff Paclitaxel. Dieses Konjugat bildet Nanopartikel mit einer
durchschnittlichen Grofe von 130 nm. Durch diese Formulierung ist es moéglich dem Patienten
dieselbe Dosis des hochwirksamen Paclitaxels zu verabreichen, aber damit deutlich weniger
Nebenwirkungen zu verursachen. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Uberlebensprognose bei
deutlich verbesserter Lebensqualitat. Ein weiterer Ansatz, die kovalente Bindung von Zytostatika
an Serumalbumin auszunutzen, ist die Bindung von Thiol-bindenden Prodrugs an im Koérper
zirkulierendes Albumin. Das Protein kann in der Blutbahn am Cystein34 modifiziert werden.
Aktuell befindet sich die Substanz Aldoxorubicin (DOXO-EMCH ein (6-Maleinimidcaproyl)hydrazon
Derivat von Doxorubicin) in klinischen Studien [40]. Die saurelabile Bindung zwischen Doxorubicin
und dem Maleinimid wird nach intravendser Gabe des Arzneistoffes in der Blutbahn gespalten
und das Doxorubicin bindet an das Cytein34 des Albumins. Von diesem Punkt an kann der EPR auf

dieselbe Weise ausgenutzt werden wie im Fall von Abraxane®.

AuBer zur Erhéhung der Tumorspezifitat findet Albumin auch auf andere Weise therapeutisch
Anwendung. Bei der Volumensubstitution nach starkem Blutverlust oder bei Schockzustdnden,
wie zum Beispiel Verbrennungen, werden unter anderen Albumin-Losungen eingesetzt [41]. Des
Weiteren sind Insulin-Formulierungen auf dem Markt, die kovalent an Albumin gebunden sind,
wodurch deren Halbwertzeit verldngert wird. Beispiele hierfir sind Insulin determir (Levemir®)

und Insulin degludec (Tresiba®) [42].

In der vorliegenden Arbeit, soll ein kationischer Photosensibilisator (siehe Abschnitt 1.2.1.1)
kovalent an die Oberflache des Albumins gebunden werden. Anschlielend wird dieses Konjugat
mit Folsdure verkniipft, um sowohl den EPR als auch den Folsdure-Rezeptor zum spezifischen

Targeting von Tumorzellen auszunutzen.
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1.1.2.2 Dextran als Transportvehikel

Dextran ist ein aus Glucose aufgebautes Homopolysaccharid. Es wird seit Jahrzehnten in
verschiedenen medizinischen Anwendungen eingesetzt und gilt als gut vertraglich. Seit einiger Zeit
wird Dextran als potentielles Transportvehikel fir kleine Molekiile oder Vektoren fiir die
Gentherapie [43] untersucht. Hierfliir muss das urspriingliche Polymer durch Acetalisierung so
modifiziert werden, dass die Polymerketten hydrophober werden. Durch die single emulsion
Technik lagern sich die acetalisierten Dextrane (AcDex) in wdssriger Losung zu Partikeln mit
definierter GroRe zusammen (siehe Abb. 1.5). Vorher kann AcDex weiter modifiziert werden,
indem Spermin an das Molekil gekoppelt wird (SpAcDex). Urspriinglich wurde diese Modifikation
eingefihrt, um siRNA (iber elektrostatische Wechselwirkungen fest in den Partikel zu binden [44].
Durch die freien Aminogruppen kdnnen die resultierenden Partikel aber auch an der Oberflache

kovalent modifiziert werden.

ww anas vy

1. NalO,, H,0 k o 1. Spermine
04\ \\\\\ \ 2. NGBH.; /\N'
2. OMe o DMSO AN j
cat. H* \
DMSO /
HN
\
‘\\‘.
o NH,
Dextran AcDEX SpAcDEX
Abb. 1.4: Dextran-Modifikation zum lipophilen AcDex und zum SpAcDex. Dextran wird

quantitativ acetalisiert, wodurch es hydrophober wird. Anschliefend wird es mit Spermin
modifiziert. Dadurch wird es an den freien Aminogruppen funktionalisierbar.

Ist in der Ausgangslosung eine lipophile Substanz vorhanden, wird diese bei der Partikelbildung
ins Innere des Partikels eingeschlossen. In unserem Fall handelt es sich dabei um einen extrem

lipophilen Photosensibilisator (siehe Abschnitt 1.2.1.2).
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Abb. 1.5: Single emulsion Technik zur Herstellung von Dextran Partikeln. Das hydrophobe

Dextran (AcDex oder SpAcDex) wird in Dichlormethan (DCM) geldst. Unter Ultraschall wird Puffer
tropfenweise zugegeben, wodurch sich eine Emulsion bildet. Nachdem der Puffer (plus 3 %
Polyvinylalkohol (PVA)) vollstéindig zugegeben wurde, wird DCM restlos evaporiert.

Ein groBer Vorteil aller acetalisierten Dextran-Partikel ist, dass sie sdaurelabil sind [45]. Bei einem
pH-Wert < 6 werden die Acetale gespalten, die Polymere werden hydrophiler und der Partikel
zerfallt. Wird der Partikel in Zellen aufgenommen und gelangt in saure Zellkompartimente, gibt er
seine Beladung gezielt erst dort ab. Die bereits erwdahnte Modifikation mit Spermin eroffnet
mehrere Moglichkeiten. Da sich dadurch viele primare und auch sekundare Aminogruppen auf der
Oberflache des Partikels befinden, ist er unter physiologischen Bedingungen positiv geladen. Nicht
nur, dass dieser Umstand, wie bereits in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, den EPR Effekt unterstiitzt,
er beglnstigt auch unspezifische Endozytose der Partikel [33]. AuRerdem sind diese
Aminogruppen leicht zu modifizieren, so dass zum Beispiel Folsdure an die Oberflache gekniipft
werden kann, um zusatzlich zum EPR auch die Rezeptor-vermittelte Aufnahme (iber den FRa zu

nutzen.

Wie in Tabelle 1.1 zu sehen ist, unterscheiden sich AcDex und SpAcDex in ihrer GroRRe nicht. Der
Einschluss des Photosensibilisators fiihrt in beiden Fallen allerdings zu einer geringeren
PartikelgroRe. Durch Quantifizierung der freien Aminogruppen vor und nach Folsdaure-Kupplung,
sowie der Bestimmung der Folsidure-Absorption im Uberstand vor und nach der Reaktion kann die
Anzahl der gebundenen Folsdaure-Molekiile auf ca. 100 — 150 pro Partikel festgelegt werden. Die

Kupplung von Folsdure an die Oberflache der Partikel andert die GroRe so gut wie nicht.
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Tab. 1.1: Verwendete Dextran-Partikel und deren durchschnittlicher Durchmesser. Die
gezeigten Werte wurden mittels dynamic light scattering (DLS) von der kooperierenden
Arbeitsgruppe Wich (Institut fiir Pharmazie und Biochemie der Universitidt Mainz) bestimmt.

SpAcDex 215
SpAcDex-FA 240
SpAcDex-TPP 145
SpAcDex-TPP-FA 340
AcDex 216
AcDex-TPP 210

Dextran-Partikel wurden bereits in verschiedener Form mit verschiedenen Beladungen getestet.
Dazu gehort unter anderem die bereits erwdhnte siRNA [44]. AulBerdem konnte die Effizienz der
Insulinaufnahme durch Einschluss in Vitamin B12 gelabelte Dextran-Partikel deutlich verbessert

werden [46].

1.1.2.3 Andere Transportvehikel

Neben den bereits beschriebenen Transportsystemen, die Gegenstand dieser Arbeit sind, gibt es
zahlreiche andere Moglichkeiten Partikel herzustellen, die als Transportvehikel fiir Medikamente
eingesetzt werden kénnen. Die zwei wichtigsten Hauptgruppen sind Liposomen und Partikel aus
organischen Polymeren. Liposomen sind Partikel aus Lipiden, die sich im wassrigen Milieu als
Spharen anordnen, wobei sich die hydrophilen Gruppen auBen und der hydrophobe
Kohlenwasserstoff-Anteil innen befindet. In diesem System kénnen im Inneren hydrophobe
Molekiile transportiert werden. Sie haben an und fir sich schon eine gewisse Tumorspezifitit, da
Tumorzellen oft auch den LDL-Rezeptor liberexprimieren, aber auch Liposomen kdnnen an der
Oberflache modifiziert werden, um durch kationische Ladung oder Bindung tumorspezifischer
Liganden eine gesteigerte oder spezifischere Aufnahme zu erreichen. In ndherer Vergangenheit
wurde den Partikeln aus organischen Polymeren allerdings mehr Aufmerksamkeit geschenkt, da
diese in GroRe, Lipophilie und Ladung leichter zu variieren sind. AuBerdem haben sie oft
sogenannte Stealth Eigenschaften, die durch wasserlosliche Polymere, wie zum Beispiel
Polyethylenglykol (PEG), auf der Oberfliche des Partikels vermittelt werden, wodurch ihre
Halbwertzeit verlangert wird [47]. Einige Beispiele fiir Partikelklassen aus organischen Polymeren
sind Nanogele, Nanokapseln oder Polymerosomen [48]. Ein weiterer Ansatz sind Mizellen. Dabei

werden Kopolymere mit einem lipophilen, und einem hydrophilen Teil verwendet. Im wassrigen
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Milieu lagert sich der lipophile Teil zusammen und es entsteht eine hydrophile Hille. Auch hier
konnen lipophile Substanzen im Kern der Mizelle eingeschlossen werden. Eine sehr interessante
Variante von Mizellen entsteht durch die Verwendung von DNA-Block-Kopolymeren. Dabei
werden einzelstrangige Oligonukleotide an Polypropylenoxid gebunden. Nach Bildung der
Mizellen, kénnen alle Arten von Molekiilen an den Komplementarstrang des verwendeten
Oligonukleotides gebunden und tber Hybridisierung an der Mizelle befestigt werden [49], [50].
Etwas exotischer im Bereich des Medikamenten Transports sind Nanopartikel aus Metallionen

[51], wie Gold und Silber, und Nanoréhren [52]. Auch hieran wird umfassend geforscht.

1.1.3 Andere Ansdtze zum spezifischen Transport von Medikamenten

Neben den bereits ausfihrlich beschriebenen Wegen des spezifischen Transports gibt es noch
zahlreiche andere Ansdtze zum Tumortargeting. Zum Beispiel befindet sich ein Galaktosamin-
funktionalisiertes Doxorubicin-Polymer in praklinischen Studien [53]. Desweiter gibt es Ansatze,
die Aptamere oder Proteine verwenden oder die tumorspezifische Epitope mit Antikorpern
adressieren. Die bestehenden Mdglichkeiten sind in zahlreichen Reviews zusammengefasst, von

denen hier nur einige genannt werden [48], [53], [54].

Ein ganzlich anderer Weg ist die Ausnutzung von Magnetismus. Hierflir werden magnetische
Eisenoxid Partikel an das Medikament gekoppelt und durch Anlegen eines magnetischen Feldes

um den Tumor herum im gewiinschten Gewebe angereichert [55].
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1.2 Photodynamische Therapie (PDT)

Als photodynamische Therapie (PDT) bezeichnet man den therapeutischen Einsatz von
Photosensibilisatoren und Licht. Die dabei verursachte Energielibertragung soll dazu genutzt
werden Zellen spezifisch zu téten. Das Konzept wurde zum ersten Mal bereits im frihen 20.
Jahrhundert beschrieben [56], gewann aber erst in den letzten 20 Jahren immer mehr an
Bedeutung. Sie kann bei vielen verschiedenen Krankheitsbildern eingesetzt werden. Dazu zahlen
die Makuladegeneration, aktinische Keratose, Warzen, Neurodermitis und auch verschiedene
Arten von Krebs, wie Basaliome, Harnblasen- und Speiserohrenkrebs oder Krebs im Bereich des

Urogenitaltraktes [57]-[60].

1.2.1 Photosensibilisatoren in der photodynamischen Therapie

Photosensibilisatoren (PS) sind Substanzen, die in der Lage sind, die Energie von Licht
aufzunehmen, um so Elektronen auf ein hoheres Energieniveau zu heben. Diese angeregten
Elektronen sind wiederum in der Lage die aufgenommene Energie auf umliegende Molekiile zu
Ubertragen. Der Photosensibilisator geht dabei unverdandert aus dieser Reaktion hervor (siehe
dazu Abbildung 1.7). Das angeregte Molekiil befindet sich zu Beginn noch im Singulettzustand *PS*
und hat nun mehrere Moglichkeiten, die aufgenommene Energie wieder abzugeben. Die Energie
kann wieder emittiert werden, wodurch das Molekil direkt in seinen Grundzustand zurickfallt.
Die elektromagnetische Strahlung, die abgegeben wird, wird als Fluoreszenz bezeichnet. Da ein
Teil der Energie, die vom Molekil aufgenommen wurde, aber immer in Form von Warme an die
Umgebung  abgegeben  wird, entspricht die Emissionswellenldinge nicht der
Excitationswellenldange, sondern ist etwas langwelliger, also energiedrmer. Dieses Phanomen
bezeichnet man als Stokes Shift. Statt einen Grol3teil der Energie ungenutzt wieder zu emittieren,
kann das angeregte Molekil PS* aber auch ins sogenannte Intersystem Crossing (1SC) eingehen,
wobei es innerhalb des Molekiils zu einer Spinumkehr von Elektronen kommt. Dadurch geht das
Molekiil in den etwas energiedrmeren Triplettzustand 3PS* Giber. Auch von diesem Energieniveau
aus kann das Molekiil unter Emission von Licht wieder in den Grundzustand zuriickfallen, was dann
als Phosphoreszenz bezeichnet wird. Da der Triplettzustand langlebiger als der Singulettzustand

ist, kann er mit Molekilen in der direkten Umgebung zwei Typen von Reaktionen eingehen [61]:
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Typ I: Hierunter versteht man den direkten Elektronentransfer von einem Substratmolekiil auf
den Photosensibilisator, wodurch ein hochreaktives kationisches Substratradikal X-* und ein
anionisches Photosensibilisatorradikal PS-~ entstehen. PS-~ kann mit molekularem
Triplettsauerstoff 30, reagieren, und durch Elektroneniibertragung wird der PS im Grundzustand
zuriickerhalten, wiahrend aus 30, ein Superoxidradikal O,- entsteht, dass enzymatisch katalysiert
durch die Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H,0;) weiterreagiert. Dies wiederrum
kann entweder enzymatisch durch Katalase zu H,O und O; gespalten werden oder in Gegenwart
von zweiwertigem Eisen mittels Fenton Reaktion zu Hydroxidradikalen HO-" zerfallen (siehe Abb.

1.6).

H,0 + 0,

¢

SOD
0, —> H,0,

<N\ HO" + HO"

Fe3*

Abb. 1.6: Reaktive Sauerstoffspezies aus einer Typ 1 Photoreaktion. Umwandlung von
Superoxid zu Woasserstoffperoxid durch SOD und anschliefende Umwandlung des
Wasserstoffperoxids. Oben: enzymatisch durch Katalase zu Wasser und Sauerstoff. Unten: Unter
Einwirkung zweiwertiger Metallionen in der Fenton-Reaktion zu einem Hydroxylradikal und einem
Hydroxylanion.

Typ 2: Hierbei wird die Triplettenergie von 3PS* direkt auf 30, Ubertragen, wodurch der

Energiereiche und hochreaktive Singulett-Sauerstoff 0, entsteht.

Der Anteil der absorbierten Photonen, die (iber den angeregten Singulettzustand und ISC zum
Triplettzustand flhren, nennt man die Triplett-Quantenausbeute. Der Teil der absorbierten
Photonen, der zur Bildung von 05 fiihrt, wird als Singulett-Sauerstoff Ausbeute bezeichnet. Der
Anteil der absorbierten Photonen, der in Form von elektromagnetischer Strahlung direkt aus dem
Singulettzustand emittiert wird, wird als Fluoreszenz Quantenausbeute bezeichnet. Das bis hier
hin beschriebene Energieschema wird als Jablonski Diagramm bezeichnet und ist in Abbildung 1.7

zu sehen.
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Abb. 1.7: Jablonski Diagramm  Oben: Energieschema nach Anregung eines

Photosensibilisators (PS) mit Licht. Der angeregte Photosensibilisator kann ein Intersystem
crossing (ICS) eingehen und seine Triplettenergie auf Sauerstoff oder andere Molekiile iibertragen.
Unten: Typ | Reaktion im Detail.

Die entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und sonstigen Radikale aus Typ 1 und Typ 2
Reaktion sollen in der PDT genutzt werden, um Zellen im bestrahlten Areal zu téten. Um als
Photosensibilisator in der PDT einsetzbar zu sein, missen verschiedene Kriterien erfiillt werden.

Zum einen ist eine hohe Triplett-Quantenausbeute unabdingbar, da der Singulettzustand in der
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Regel zu kurzlebig ist, um zu chemischen Reaktionen zu fiihren. Je nach Applikationsform muss
das Molekiil eine gute Bioverfligbarkeit aufweisen. Besonders in der Therapie von Tumoren muss
er eine ausreichende Wasserloslichkeit haben, da die Applikation hier entweder systemisch oder
durch intratumorale Injektion erfolgt. Ein weiterer Punkt, der bei der Auswahl eines
Photosensibilisators eine wichtige Rolle spielt ist dessen Absorptionswellenlange. Langwelliges
Licht ist in der Lage Gewebe tiefer zu penetrieren als kurzwelliges Licht, deswegen sollte ein
Absorptionsmaximum des verwendeten Photosensibilisators zwischen 600 — 800 nm liegen [62].
Gleichzeitig darf das Molekiil keinerlei Dunkeltoxizitat verursachen. Ein Beispiel, das viele Kriterien
erfillt und bereits in der PDT eingesetzt wird, ist das Hematoporphyrin (Hp) (siehe Abb. 1.8). Mit
mehreren Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm, einer relativ guten Loslichkeit in polaren
Losemitteln und einer Triplett-Quantenausbeute von, je nach Losemittel, zwischen 0,2 und 0,7,
sind die Vorrausetzungen fiir die PDT annahernd ideal und Hp wird als Reinsubstanz oder acetyliert

als Photofrin® angewandt [63].

Hp gehort zu den Photosensibilisatoren der ersten Generation. Zu den sogenannten
Photosensibilisatoren der zweiten Generation gehort zum Beispiel Foscan®. Sie zeichnen sich
durch Absorptionsmaxima > 650 nm aus, sind aber haufig immer noch lipophile Substanzen, die
im Blut aggregieren und dadurch oft unzureichend bioverfligbar sind. AuRerdem fiihrt die
Aggregation haufig zu einer niedrigeren Triplett-Quantenausbeute [64], [65]. Um dieses Problem
zu l6sen, wird an Photosensibilisatoren der dritten Generation gearbeitet. Dabei handelt es sich
sowohl um sehr gut wasserldsliche Molekiile, als auch um Konjugate mit Photosensibilisatoren der

dlteren Generationen, die das Photosensibilisatormolekiil gezielt transportieren sollen [66].

Im Folgenenden wird auf die in dieser Arbeit verwendeten Photosensibilisatoren detailliert

eingegangen.

1.2.1.1 B-Carbolin-Derivate

B-Carboline (BC) sind Alkaloide mit einem 9H-pyrido[3,4-b]-indol Ringsystem. Sie kommen
natirlich in vielen Pflanzen vor, aber auch in Insekten und Wiirmern, sowie in kleinsten Mengen
im Blutplasma von Saugern. Viele verschiedene Derivate sind bereits auf deren photophysikalische
Eigenschaften und deren phototoxisches Potential untersucht worden [67]-[69]. BCs absorbieren

in einem Bereich von 320 — 380 nm. Das macht sie fiir einen Einsatz in der photodynamischen
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Krebstherapie zwar ungeeignet, sie konnen hier aber als Modellsubstanz eingesetzt werden, um
Albumin als potentielles Transportvehikel zu testen. Von Kooperationspartnern aus dem Instituto
de Investigaciones Biotecnoldgicas - Instituto Tecnoldgico de Chascomus (IIB-INTECH) in
Argentinien wurden die Derivate Norharman (nHo) und Harmin (Ha) in der Position 2 mit
Propansaure substitutiert, wodurch die Substanzen Carboxyethylnorharman (cnHo) und
Carboxyethylharmin (cHa) erhalten wurden (siehe Abb. 1.8). cnHo und cHa haben beide eine
reaktive Carboxylgruppe, die (iber eine aliphatische Kette an den Chromophor gebunden ist, so
dass sie leicht an Albumin zu kuppeln sind. AuRerdem entsteht durch die Substitution am
Heterozyklus ein quarternisierter Stickstoff. Die positive Ladung delokalisiert (iber den gesamten
Ring, wodurch das Molekil wasserloslich wird. Es ist dringend notwendig, eine geladene Substanz
zur Bindung an Albumin zu verwenden. Ist der eingesetzte Photosensibilisator ndamlich zu lipophil,
ergibt sich das Problem, dass Albumin grofle Mengen davon unspezifisch und nicht-kovalent
bindet. Diese freien Substanzmolekiile kbnnen sich nach langerer Inkubationszeit durch Diffusion
in Zellmembranen umverteilen, so dass es nach Bestrahlung zu unspezifischer Rezeptor-
unabhangiger Zytotoxizitdit kommt. In Vorversuchen wurde aus diesem Grund verschiedene
Squaraine (siehe Diplomarbeit Kathrin Butzbach [38]) und Hp als fiir dieses System ungeeignete

Photosensibilisatoren erkannt.

Die Eigenschaften von cnHo und cHa sind unterschiedlich und kdnnen fir unterschiedliche
Anwendungen eingesetzt werden. Wahrend cnHo mit 0,05 eine extrem niedrige Triplett-
Quantenausbeute hat, ist die Fluoreszenz Quantenausbeute etwas hoher als die von cHa
(de(cnHo) = 0,58). Deswegen ist diese Substanz wegen der extrem niedrigen ROS Produktion fir
Zytotoxizitatsstudien nicht geeignet, aber durch die starke Fluoreszenz ist sie gut in bildgebenden
Verfahren wie der Fluoreszenzmikroskopie anwendbar. Auf der anderen Seite hat cHa eine
dreifach hohere Triplett-Quantenausbeute. Fir Zytotoxizitatsstudien wird deswegen dieses

Derivat verwendet (siehe dazu auch Tab. 5.1).

1.2.1.2 Tetraphenylporphyrin (TPP)

Tetraphenylporphyrin (TPP) (Abbildung 1.8) ist ein hochsymmetrisches Porphyrinderivat mit
mehreren Absorptionsmaxima zwischen 400 und 600 nm. Die Triplett-Quantenausbeute liegt bei

ca. 0,11 in DMSO. Da TPP in Wasser vollig unloslich ist, ist es ohne ein geeignetes Vehikel in der
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PDT nicht anwendbar. TPP wird in dieser Arbeit als Modellsubstanz eingesetzt, um modifizierte

Dextran-Partikel (siehe Abschnitt 1.1.2.2) als Transportvehikel zu testen.
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Hp cHa TPP
Abb 1.8: Strukturen von Hédmatoporphyrin und weiteren in dieser Arbeit eingesetzten

Photosensibilisatoren. Hp: Modellsubstanz, die in Forschung und Klinik bereits in der PDT
eingesetzt wird. cnHo: B8-Carbolin-Derivat mit hoher Fluoreszenz Quantenausbeute. cHa: 8-
Carbolin-Derivat mit hoher Triplett-Quantenausbeute. TPP: Stark hydrophobes Porphyrin-Derivat.

1.2.2 Anwendungen von Photosensibilisatoren in der photodynamischen Therapie

In der PDT wird dem Patienten eine photosensibilisierende Substanz verabreicht. Dies kann bei
dermatologischen Indikationen topisch geschehen, aber auch systemisch, wie haufig im Fall der
Tumortherapie. Nach Applikation des Photosensibilisators wird gewartet, bis er sich auf die eine
oder andere Weise im zu behandelnden Gewebe angereichert hat, und bestrahlt dieses Areal
anschlielend mit einer Lichtquelle geeigneter Wellenlange. Wie bereits im vorherigen Abschnitt
erklart, wird wegen der besseren Penetrationsfahigkeit langwelliges sichtbares Licht bevorzugt.
Oberhalb von ca. 850 nm hat das Licht nicht mehr genug Energie, um Uber Anregung des

Photosensibilisators eine Produktion von Singulett-Sauerstoff zu bewirken [70].
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4
Injektion des Anreicherung des Bestrahlung des Tumorgewebe wird
Photosensibilisators Photosensibilisators Tumorgewebes selektiv zerstort
im Tumorgewebe
Abb. 1.9: Prinzip der Photodynamischen Therapie von Krebs. Der Photosensibilisator wird

dem Patienten injiziert (1). AnschliefSend wird gewartet, bis sich die Substanz im Tumorgewebe
angereichert hat (2). Dann wird das Areal, in dem der Tumor sich befindet mit einer Lichtquelle
passender Wellenléinge bestrahlt (3). Dieses fiihrt zu einer selektiven Zerstérung des
Tumorgewebes (4) (modifiziert nach [71]).

Flr eine optimale Energieausnutzung und wegen der leichteren Berechenbarkeit der eingesetzten
Energie, wird bevorzugt mit monochromatischen Lichtquellen wie Lasern gearbeitet. Die ROS, die
bei der Bestrahlung in Gegenwart von Photosensibilisatoren entstehen haben oft eine kurze
Lebensdauer (10-130ns). Der besonders kurzlebige Singulett-Sauerstoff kann in Zellen
deswegen auch nur 10 — 100 nm diffundieren, bevor er mit einem der umgebenden Molekiilen
reagiert [72]—[74]. Die anderen ROS und weiterhin entstehenden Radikale sind etwas stabiler. Je
nach Art und Lokalisation der verursachten Oxidationen kann die Zelle auf drei verschiedene Arten
auf den Schaden reagieren: Apoptose, Nekrose und Autophagie. Dies hangt auller von der Zellart,
der verwendeten Lichtintensitdt und der chemischen Struktur des Photosensibilisators unter
anderem auch von der Art der Applikation und der Verwendung von Transportvehikeln ab.
Handelt es sich um ein lipophiles Photosensibilisatormolekiil, das frei in die Membran diffundiert,
wird durch Schadigung der duReren Abgrenzungen der Zelle zu einem grofRen Teil Nekrose
ausgelost. Dabei werden intrazelluldre Bestandteile in den Extrazellularraum freigesetzt. Dies
fuhrt wiederum zu einer Aktivierung des Immunsystems und der Gefahr von schweren
Entziindungen im Bereich des Tumors [75]. Durch gezielten Transport des Photosensibilisators ins
Zellinnere kann das Verhaltnis Richtung Apoptose verschoben werden. Durch Schadigung der
duBeren Mitochondrienmembran (Freisetzung von Proteinen der Bcl-2 Familie) oder Schadigung
der DNA (direkte Aktivierung von Caspasen) wird der programmierte Zelltod ausgelost [76]. Auf
diese Weise werden Zellen organisiert und kontrolliert abgebaut. Durch die Expression kleiner
Mengen Zytokine und Chemokine werden Makrophagen angelockt, die die Uberreste der Zellen

beseitigen ohne eine weiterfiihrende Immunreaktion auszulésen. Kommt es zu weitreichenden
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intrazelluldaren Schaden, ohne Auslosung der Apoptose, kann die Zelle geschadigte Bestandteile
durch Autophagie abbauen und wiederverwerten. Dadurch kann deren Viabilitdt entweder wieder

hergestellt werden oder sie geht an den Folgen der Schadigung zugrunde [77].

RNA
DNA

i Zytokine
Q.9

und

Chemokine I @ Autophagosomen
ATP/MSU
Apoptose Nekrose Autophagie

Abb. 1.10: Maégliche Folgen fiir die Zelle nach der Photodynamischen Therapie. Apoptose:
die Zelle wird kontrolliert abgebaut und anschliefend phagozytiert. Nekrose: intrazelluléire
Bestandteile gelangen nach aufsen, wodurch eine unkontrollierte Inmunreaktion ausgelést wird.
Autophagie: beschddigte Zellkompartimente werden abgebaut und unter Umstdnden
wiederverwertet. Dadurch kann entweder die Zellviabilitét zuriick erlangt werden oder die Zelle
stirbt anschliefSend. (modifiziert nach [57])

Auf welche Weise die Zelle letztendlich zugrunde geht, hdangt aber neben Art und Applikation des
Photosensibilisators auch von der Art der Zelle ab [78], was unter anderem auch an der
unterschiedlichen Ausstattung mit antioxidativen Molekilen wie GSH und SOD liegt. Besonders
Krebszellen haben extrem unterschiedliche Spiegel dieser protektiven Molekiile, und dieser
Umstand sorgt dafiir, dass es eine sehr grofRe Variabilitat in der Sensitivitat gegentiber PDT gibt
[79]. Interessanterweise sind Endothelzellen offensichtlich besonders sensitiv gegeniiber PDT
[80]. Dies fuihrt in soliden Tumoren durch die weiter gesteigerte GefalRpermeabilitat zuerst zu

einem verstarkten EPR und schlieRlich zum Zusammenbruch der Tumordurchblutung [81].
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1.2.2.1 Photodynamische Krebstherapie in der Praxis

Der gangigste eingesetzte Photosensibilisator ist Photofrin®, ein Porphyrin-Derivat, das sowohl
topisch, als auch systemisch breite Anwendung findet. Ein Nachteil von Photofrin® ist jedoch eine
langanhaltende Photosensibilisierung der Haut. Diese kann schon nach moderater
Lichteinstrahlung zu schweren und schmerzhaften Sonnenbranden fiihren. AuRerdem ist das
Mutationsrisiko in den betroffenen Zellen deutlich erhéht. Um diese sehr unangenehmen und
gefahrlichen Nebenwirkungen zu vermeiden, ist gezieltes Targeting von Photosensibilisatoren in
den Tumor notwendig. Es konnte gezeigt werden, dass die Tumorselektivitdit von
Photosensibilisatoren durch Konjugation an Liganden tumorspezifischer Strukturen (wie zum
Beispiel Folsdure) deutlich verbessert werden kann [82]. AuRerdem wurden einige der im
vorherigen Kapitel erwahnten Transportvehikel bereits mit Photosensibilisatoren beladen, um
eine verbesserte Anreicherung im Tumorgewebe zu erreichen (Review [64]). Einer der ersten
Photosensibilisatoren dritter Generation ist eine liposomale Formulierung von Foscan® (Foslip®
[83]). Dabei zeigt die liposomale Formulierung eine deutlich verbesserte Effizienz bei niedrigeren

unspezifischen Schaden.

Um ein einfacheres System zu erhalten, wird an Strukturen in Nanometer-GréRRe geforscht, die
selbst einen photosensibilisierenden Effekt ausldsen. Dazu zéhlen unter anderem die sogenannten
Quantum Dots. Sie haben den zusatzlichen Vorteil, dass sie in der Lage sind, ionisierende Strahlung
auf eine bestimmte Region zu konzentrieren, wodurch die niedrige Penetrationsfahigkeit

langwelligen sichtbaren Lichtes umgangen ware [84].

Es wird mit Nachdruck an verschiedensten Ansatzen zur Optimierung der spezifischen PDT
geforscht. Das resultierende Produkt muss eine lange Halbwertzeit haben, um eine Anreicherung
im Tumor (ber den EPR zu gewahrleisten. Gleichzeitig darf keine unspezifische Toxizitdat im

Dunkeln auftreten.
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1.3 Folsdure

Folsdure (FS) ist ein essentielles Vitamin, das besonders haufig in Hilsenfriichten und
Getreidekeimen vorkommt. Es besteht aus einer Pterin-Einheit, die an Aminobenzoesaure
gebunden ist. Die Saurefunktion ergibt sich aus Glutamat, das ein Sdureamid mit der Benzoesdure
bildet. Die Loslichkeit in Wasser bei physiologischem pH ist relativ niedrig (1,6 mg/L bei
25° C 2 3,6 mM). Das tiefgelbe Pulver ist instabil gegentiber Licht.

HO 0]
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Abb. 1.11: Strukturformel der Folsdiure

1.3.1 Physiologischer Nutzen der Folsaure

FS und dessen Derivate zirkulieren durch die Blutbahn und dienen dem Korper als Kofaktoren in
der DNA-Basen de novo Synthese. Die Plasmakonzentration liegt bei ca. 6 — 30 nM [85]. Sie kann
auf drei verschiedenen Wegen in die Zelle gelangen: Gber den ubiquitdr exprimierten Reduced
folate carrier (RFC) [11], den Protonen gekoppelten Folat Transporter (PCFT), der besonders in
saurem Milieu aktiv ist [86], und den Folat Rezeptor (FR) (siehe dazu Abschnitt 1.1.1.1 und Review
[87]). Wahrend der FRa ein endozytotischer Rezeptor ist und deswegen auch grofRere an FS
gebundene Molekiile aufnehmen kann, handelt es sich beim RFC und beim PCFT um Transporter,
die FS und dessen Abkommlinge nur frei transportieren kénnen. Wahrend es sich im Falle vom
RFC um aktiven ATP-abhangigen Transport handelt, ist der PCFT ein Protonen-gekoppelter
Synporter. Im Zytosol wird FS durch die hochaffine Dihydrofolatreduktase (DHFR) metabolisiert,
wobei sie innerhalb von zwei Schritten zuerst zur Dihydrofolsdure (DHF) und dann zur

Tetrahydrofolsdure (THF) reduziert wird (siehe Abbildung 1.12). THF wird als Kofaktor



1 Einleitung 23

(Kohlenstoffdonor) in der de novo Synthese von DNA Basen benétigt und ist notwendig bei der

Umsetzung von Homocystein zu Methionin.
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Abb. 1.12: Metabolismus der Folsdure Die Dihydrofolatreduktase (DHFR) reduziert die
Folsdiure in zwei Schritten zuerst zur Dihydrofolséure (DHF) dann zur Tetrahydrofolséure (THF).
Dabei wird das Absorptionsmaximum kurzwelliger. [88]

Der Bedarf an FS ist in Krebszellen durch die gesteigerte Proliferationsrate und den dadurch
ausgelosten hoheren Nahrstoffbedarf signifikant hoher als in normalen Zellen und wird haufig
durch die Hochregulation des FRa gedeckt. FS kommt wegen seiner Instabilitdt gegentber Licht
nur in Spuren in Lebensmitteln vor. Deutlich haufiger ist die bereits reduzierte Form 5-

Methyltetrahydrofolsdure (5-methyl-THF) in Hilsenfriichten, Getreiden und Gemisen zu finden.

Folsduremangel kann unangenehme und sogar schwerwiegende Folgen haben. Gangige
Symptome sind Konzentrationsstérungen und depressive Verstimmung. AuBerdem steigt durch
Folsduremangel die Homocysteinkonzentration im Blut, was die Entstehung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, wie Arteriosklerose beglinstigt [89]. Da FS ein wichtiger Kofaktor wahrend der
Zellteilung darstellt, ist sie wahrend des Wachstums besonders wichtig. Vor und wahrend einer
Schwangerschaft sollten Frauen deshalb FS supplementieren, um Neuralrohr Defekten oder

anderen schweren Fehlbildungen des Neugeborenen vorzubeugen [90]. Gleichzeitig darf dabei
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nicht auBer Acht gelassen werden, dass es sich bei THF um ein Methylierungsmittel handelt, was
die Vermutung nahelegt, dass es in der frihkindlichen Entwicklung Einfluss auf epigenetische
Faktoren nehmen kann [91], [92]. Es gibt Studien, die belegen, dass eine hdhere FS Konzentration
im mitterlichen Blut sowohl mit einer erhéhten Pravalenz fir Insulinresistenz [93] und atopischer
Dermatitis [94] beim Neugeborenen als auch mit einem erhéhten Asthmarisiko im Kleinkindalter

[95] korreliert.

In den Folsdurestoffwechsel kann auch therapeutisch eingegriffen werden. Um Zellwachstum zu
inhibieren, kann die DHFR mit Methotrexat (MTX) inhibiert werden. Dadurch wird die Reduktion
der FS verhindert und THF steht nicht mehr als Kofaktor zur Verfiigung. Auf diese Weise kann die
Proliferation von Tumorzellen bei Krebserkrankungen oder von T- und B-Zellen bei
Autoimmunerkrankungen verlangsamt und sogar gestoppt werden [96], [97].Dabei ist die Affinitat
von MTX zur DHFR ungefahr vergleichbar zu der von FS, aber deutlich héher als die von DHF. Auch
wenn die Verwendung von MTX und anderer sogenannter Antifolate eine gangige und
erfolgreiche Methode in der Krebstherapie darstellt, konnte auf der anderen Seite gezeigt werden,
dass FS Mangel in Mausen eine erhohte Darmkrebsinzidenz zur Folge hat [98]. Eine mogliche
Erklarung ist, dass FS eine wichtige Rolle in der Regulation der Polymerase B (PolB) nach
Basenoxidationen spielt. Durch Folsdauremangel kommt es deswegen zu einem Ungleichgewicht in
der Basen Excisionsreparatur (BER). Dies hat eine schlechtere DNA-Reparatur und somit eine
hohere Anfalligkeit fir Mutationen zur Folge [99]. Die Moglichkeit, dass Folsduremangel ein

gesteigertes Krebsrisiko zur Folge hat, wird kontrovers diskutiert.

1.3.2 Photochemie der Folsdure

FS ist ein intensiv gelbes Pulver. Wie aus Abbildung 1.13 zu entnehmen, liegt ein
Absorptionsmaximum in neutraler wassriger Losung bei 368 nm. Dieses Maximum wird durch die
Pterin-Untereinheit des Molekiils verursacht. Das Absorptionsmaximum der Aminobenzoesdure-

Untereinheit liegt bei 280 — 290 nm [100].
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Abb. 1.13: Absorptionsspektrum von Folsédure (modifiziert nach [101])

Wie bereits erwdhnt, ist FS instabil gegeniber Licht, was bedeutet, dass es besonders in Losung
schnell zu photoinduzierten Reaktionen kommt. Bei Bestrahlung mit UVA in Gegenwart von
Sauerstoff kommt es zu einer Oxidationsreaktion. Die Aminbindung zwischen Pterin und
Aminobenzoesaure wird gespalten, wobei 6-Formylpterin (6-Fop) entsteht. Das aromatische
System bleibt dabei intakt, und 6-Fop hat eine hohere Quantenausbeute (¢ =0,04), als FS
(d =0,025). AnschlieBend kommt es wahrend der Bestrahlung zu einer weiteren
Oxidationsreaktion zum 6-Carboxypterin (6-Cap), dessen Quantenausbeute wieder niedriger ist.
Als Nebenprodukt des zweiten Oxidationsschrittes entsteht Wasserstoffperoxid. In Abwesenheit
von Sauerstoff finden diese Reaktionsschritte nicht statt und das Folsdauremolekil bleibt
unverandert [102]. Die Entstehung des Wasserstoffperoxides im zweiten Oxidationsschritt hat
eine interessante Auswirkung auf die Lichtreaktion der Folsdure, da es katalytisch auf den ersten
Oxidationsschritt wirkt. Wahrend die Oxidation von FS zu 6-Fop zuerst relativ langsam verlauft,
und damit der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Gesamtreaktion ist, geschieht die
Oxidation zu 6-Cap sehr schnell. Durch das Wasserstoffperoxid wird die anfanglich langsam

verlaufende Reaktion autokatalytisch beschleunigt [101] (siehe Abb. 1.14).
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Abb. 1.14: Photolyse der Folsdure Unter Bestrahlung mit Licht von ca. 370 nm wird Folséiure
(FS) erst zur 6-Formylpterin (6-Fop) und dann zu 6-Carboxypterin (6-Cap) oxidiert. Im zweiten
Oxidationsschritt entsteht Wasserstoffperoxid, das autokatalytisch auf die erste Reaktion
wirkt.[88]

Neben dem Wasserstoffperoxid entstehen wahrend der Reaktion noch andere ROS, wie zum
Beispiel Superoxidradikale, als Nebenprodukte, die in der Lage sind umliegende Molekiile zu
oxidieren (siehe dazu auch Abschnitt 1.2.2). Es konnte gezeigt werden, dass unter UVA
Bestrahlung in Gegenwart verschiedener Pterin-Derivate Plasmid-DNA oxidiert wird [103]
wahrend ohne Bestrahlung kein Effekt zu erkennen war [104]. In Zellen wurde dies bis dato noch
nicht gezeigt. Deswegen werden in dieser Arbeit unter anderem die photogeno- und

photozytotoxischen Wirkungen der Folsdure untersucht.
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2 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein System zu entwickeln, um Photosensibilisatoren gezielt in
Folsdure-Rezeptor a (FRa) Uberexprimierende Zellen zu transportieren, wobei gleichzeitig die
Voraussetzungen erfillt sein sollen, um spater in einem krebsbefallenem Organismus den
Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effekt ausnutzen zu kénnen. Trotz umfassender
Forschung auf dem Gebiet des Medikamenten-Targetings in der PDT wurde bisher noch keine
Kombination aus einem Folsaure-Albumin-Konjugat und einem Photosensibilisator veroffentlicht.
Auch die hier untersuchten Dextran-Partikel wurden noch nicht fir die aktive Adressierung von
Tumorgewebe und den spezifischen Transport von Photosensibilisatoren eingesetzt. In dieser
Arbeit sollen beide Systeme auf deren FRa spezifische Zellaufnahme und dadurch vermittelte
bestrahlungsabhangige Zytotoxizitat hin untersucht werden. AuRerdem werden photochemische

Parameter bestimmt.

Durch den therapeutischen Einsatz von Folsdure-gekoppelten Nanopartikeln, die mit
Photosensibilisatoren beladen sind, soll Tumorspezifitat durch die GréRBe des Molekils,
Zellspezifitat durch den FRa und Ortspezifitat durch ausschliefRliche Bestrahlung des tumornahen
Gewebes erreicht werden. Sind diese drei Anforderungen erfiillt, sollte dadurch eine extrem milde

Chemotherapie mit minimalen Nebenwirkungen moglich werden.

Zusatzlich zu den Eigenschaften der Folsdure als Targeting Molekiil sollen die potentiell adversen
Wirkungen von groRBen Dosen Folsdure unter Lichteinfluss auf DNA und verschiedene Zelllinien

untersucht werden. Hierzu werden dessen Photozyto- und Photogenotoxizitdt bestimmt.
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3 Materialien:

3.1 Verwendete Gerite:

Brutschranke CO»-Inkubator BB16,

BB6060 O, und Hera-Cell Heraeus Instruments; Hanau

Z2™ Coulter Counter® Beckman Coulter Inc.; Fullerton, USA

Cytospin 3 Shandon by Thermo Fisher Scientific; Ostererode
Durchflusscytometer (FACScalibur™) BD Bioscience; Heidelberg

Fluorimeter LS 45 Perkin Elmer; Rodgau

Fluoreszenzmikroskop (nicht konfokal)
Eclipse E400 mit Kamera DS-Qi1MC + DS43
mit NIS-Elements BR 3.2 Software Nikon Instruments Europe B.V.; Disseldorf

Fluoreszenzmikroskop (konfokal) TCS SP5

mit Leica Application Suite X software Leica Microsystems; Wetzlar

GelDoc XR+ mit Image Lab™ Software Bio-Rad; Hercules, USA

Lampe: Videolight 6 Kaiser Phototechnik GmbH und Co KG; Buchen
mit 1000 W Halogenlampe GX 6,35 Osram GmbH; Augsburg

Lampe: UVA HQV 125 W Osram GmbH; Augsburg

Lichtmikroskop Telaval 31 Zeiss; Oberkochen

Magnetriihrer Ikamag® Ret-G
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MALDI-TOF MS Axima-CFR mit gepulstem

Stickstofflaser (A=337 nm, 3 ns)
Microplatereader Victor™ X5
pH-Meter MultiCal® WTW
Photometer Biowave $2100
Pipetus-akku® Pipettierhilfe

Power Pac 300

Prazisionsklvetten: 10 mm 114-QS und

1,5 mm 105.252-QS

Schwenker GFL 3015

Spectrofluorometer FP-6500

Spectrophotometer V-650

Vortexer Genie 2, Model G-560°

Prazisions-Waage PB 602

Analysen-Waage AG 245

Analysen-Waage Excellence Plus

Sterile Werkbank LaminAir® HB 2472

und HB 2448

Universal 320R Zentrifuge

Universal K25 Zentrifuge

Optima LE-80K Ultra-Zentrifuge

Eppendorf Zentrifuge 5415D

Shimazu Deutschland GmbH; Duisburg
Perkin Elmer; Rodgau

Labotec; Wiesbaden

Biochrom; Camebridge, England
Hirschmann™ Laborgerate; Eberstadt

Bio-Rad; Hercules, USA

Hellma GmbH und Co., KG; Mihlheim

Hartenstein Laborversand; Wirzburg

Jasco Labor- und Datentechnik GmbH; Umstadt

Jasco Labor- und Datentechnik GmbH; Umstadt

Scientific Industries, INC, Bohemia; N.Y., USA

Mettler Toledo; Giellen

Mettler Toledo; Giellen

Mettler Toledo; Giellen

Heraeus Instruments GmbH; Hanau
Hettich Zentrifugen; Tuttlingen

Hettich Zentrifugen; Tuttlingen

Beckmann Instruments Inc.; Palo Alto, USA

Eppendorf; Hamburg
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3.2 Verbrauchsmaterialien

Falcon Tubes 15 mL und 50 mL

Deckglaschen (Nr. 1,5)

Dialyseschlauch (Ausschlussgréfe 30 kDa,

Breite 25 mm)

Objekttrager

Polycarbonatfilter: Isopore Membranfilter (2,0 um)

Zentrifugationsmembran Centriprep® Centrifugal

Filter 30 kD

Zentrifugationsmembran

Amicon Ultra® 0,5 mL 30 kDa

6-, 12-Well-Platten

96-Well-Platten (flatbottom)

25 cm2-, 75 cm2-, 175 cm2-Zellkulturflaschen

3.3 Chemikalien:

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Calciumchlorid Dihydrat (CaCl, * 2 H,0)

Chlorwasserstoff (HCl)

Greiner Bio-ONE; Frickenhausen

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Merck Millipore; Schwalbach

Merck Millipore; Schwalbach

Merck Millipore; Schwalbach

Nunc GmbH & Co. KG; Wiesbaden

Nunc GmbH & Co. KG; Wiesbaden

Greiner Bio-ONE; Frickenhausen

Invitrogen GmbH; Karlsruhe

BioRad Lab. GmbH; Hercules, USA

Merck KGaA; Darmstadt

Carl Roth GmbH; Karlsruhe
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1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-(4)-ethyl)-
carbodiimid (CMC)

Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumethylendiamintetraessigsaure
(NazH.EDTA)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPQa)
Ethanol, absolut

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide (EDC)

Folsdaure

Glucose

Glycin

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphospaht Dihydrat
(KH2PO4 * 2 H20)

Magnesiumchlorid Hexahydrat

(MgCl; * 6 H,0)

Natriumacetat (NaAc)

Natriumchlorid (NacCl)

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Merck KGaA; Darmstadt

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Carl Roth GmbH; Karlsruhe
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhdrogencarbonat (NaHCOs)
Natriumhydroxid (NaOH)
Rinderserumalbumin (BSA)
Sephadex G15

Sephadex G75
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

3.4  Puffer und Arbeitslosungen

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %)
BE1

BE1s

BioRad® Farbreagenz

DMEM, High Glucose

Elutionspuffer (alkalische Elution)

Fallungsreagenz

Foetal Bovine Serum "GOLD"

Immersionsol

L-Glutamin 200 mM

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf
Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Pharmacia Fine Chemicals AB, S

Pharmacia Fine Chemicals AB, S

BioRad Lab. GmbH; Hercules, USA

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Rotiphorese Gel 30°Carl Roth GmbH; Karlsruhe

2,423 g Tris, 5,844 g NaCl, 0,2922 g EDTA auf 1 L Wasser,
Einstellung mit HCl konz. auf pH 7,5

2,423 g Tris, 5,844 g NaCl, 4,3836 g EDTA auf 1 L Wasser,
Einstellung mit HCI konz. auf pH 7,5

BioRad Laboratories GmbH; Hercules, USA

Gibco by Life Technologies, Darmstadt

5,84 g EDTA auf 1 L Wasser, Einstellung mit TEAH-LOsung
20 % auf pH 12,1 — 12,2 (ca. 60 mL; 24 h rihren, bis pH-
Wert konstant)

95 mL Ethanol; 5mL 2,5M Natriumacetat-Losung,
Eingestellt auf pH 7,2

Gibco by Life Technologies; Darmstadt

Nikon Instruments Europe B.V.; Disseldorf

Gibco by Life Technologies; Darmstadt
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Ladepuffer

Lysepuffer (alkalische Elution)

LysoTracker® Red

Non-essential Aminoacids

Marker PageRuler® prestained
Mounting Medium ProLong® Gold
antifade regent

Mounting Medium mit DAPI
PBSCMF

PBS

PBS-Glucose

Penicillin/Streptomycin
Phosphatpuffer (pH 6,8; 8,4)
Phosphatpuffer pH 6,0 (alk. Elution)

Phosphatpuffer pH 7,2 (alk. Elution)

PM2-Puffer (PP 7,4)

Pyruvat
RPMI 1640 Medium

2 mL Tris HCl pH 8,5; 8 mL 20 % SDS; 5 mL Glycerol;
1,6 mL beta-Mercaptoethanol; 3,4 mL H,O0 dest.; 50 mg
Bromphenolblau; auf 20 mL H,0 dest.

20 g SDS, 7,5 g Glycin, 7,44 g NayH,EDTA auf 1 L Wasser,
Einstellung mit 10N NaOH auf pH10 (nicht
autoklavieren)

Life Technologies, Darmstadt

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH; Schnelldorf

Fermentas Life Sciences, Leon-Rot; Deutschland

Life Technologies; Darmstadt

Vectashield; Petersborough, England

8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15g Na;HPO4, 0,2 g KH,PO4 *
2 H,0 auf 1 L Wasser, pH muss bei 7,4 liegen (+/- 0,1)
Losung 1: 8,0g NaCl, 0,2 g KCI, 1,15 g NayHPO4, 0,2 g
KH2PO4 * 2 H,0 auf 500 mL H20 dest., einstellen auf pH
7,4 mit 1 N NaOH

Lésung 2:0,1325 g CaCl, * 2 H,0, 0,1 g MgCl, * 6 H,0 auf
500 mL H,0 dest.

Losungen nach Autoklavieren und Abkihlen vereinigen
PBS plus: 1 g Glucose, 3,25 mL Natrium-Pyruvat-Losung
nach dem Autoklavieren zu Loésung 2 geben und in
Losung 1 steril filtrieren

Gibco by Life Technologies; Darmstadt

10 mM K;HPO4, 50 mM NaCl, pH einstellen mit NaOH
12,12 g NaH;P04, 2,17 g NayHPO4; pH-Wert muss nicht
eingestellt werden

3,86 g NaH,POa, 12,82 g Na;HPO4; pH-Wert muss nicht
eingestellt werden

10 mM KH3PO4, 50 mM NaCl, einstellen auf pH 7,4
Gibco by Life Technologies; Darmstadt

Gibco by Life Technologies; Darmstadt
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TAE-Puffer (10x) 0,4 M Tris, 0,01 M NazEDTA, 0,2 M Essigsaure, Einstellen

des pH auf 8,5 +/- 0,2
Tetraethylammoniumhydroxid-Losung
(20 %) (TEAH) Merck Millipore; Schwalbach
Trypsin-EDTA Gibco by Life Technologies; Darmstadt
Ultra Tris (1,5 M pH 6,8) 36,3 g Tris Ultra auf 200 mL H,0 dest.

Waschpuffer (alkalische Elution) 7,44 g NazH,EDTA, Einstellung mit 10 N NaOH auf pH 10

WST-1 Cell Proliferation Reagent

3.5 Enzyme

Roche Diagnostics GmbH; Mannheim

Substrat/Erkannte Lasionen

Bezogen von

Formamidopyrimidin-
DNA-Glycosylase

(Rohextrakt)

8-Hydroxyguanin (8-oxo-G),
AP-Lasionen,

Formamidopyrimidine (Fapy)

Expression im E.coli Stamm JM105 mit

dem Plasmid pFPG239 [105]

Formamidopyrimidin-
DNA-Glycosylase

(rein)

8-Hydroxyguanin (8-oxo-G),
AP-Lasionen,

Formamidopyrimidine (Fapy)

Prof. Boiteux, Fontenay aus Roses,

Frankreich

Katalase

H,0; -> H,0 + O,

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH

Proteinase K

Serinprotease

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Superoxiddismutase

0,2 -> H,0,

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH

T4-endonukleaseV

AP-Ldsionen,
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere

(CPD)

Expression im E.coli Stamm A32480
mit dem Plasmid ptac-denV [106]
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3.6 Zelllinien:

3.6.1 KB

Humane Nasopharynxkarzinom-Zelllinie

Bezogen von CLS (cell line service), Eppelheim. Kultiviert in DMEM-Medium supplementiert mit

10 % FCS, 1 % Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin. Verdopplungszeit ca. 24 h.

3.6.2 Hela

Humane Zervixkarzinom-Zelllinie

Bezogen von der Arbeitsgruppe Prof. Wiesner, Universitat KoéIn. Kultiviert in DMEM-Medium
supplementiert mit 10 % FCS, 1 % Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin. Verdopplungszeit ca.
20 h.

3.6.3 M2Iv/04

Humane Melanom-Zelllinie

Bezogen von der Elbeklinik, Buxtehude. Kultiviert in RPMI-Medium supplementiert mit 10 % FCS

und 1 % Penicillin/Streptomycin. Verdopplungszeit ca. 24 h.

3.6.4 HaCaT

Humane immortalisierte Keratinozyten Zelllinie

Bezogen von der Arbeitsgruppe von Prof. Fusenig, Universitat Heidelberg. Kultiviert in DMEM

supplementiert mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin. Verdopplungszeit ca. 48 h.
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3.7 Antikorper

Folate receptor a mAb (Mov18/Zel); ALX-804-439R100
Gt anti-ms 1gG1 (h & ms Ig adsorbed) (FITC);

ALX-211-200-C100

Enzo Life Sciences, Lorrach

Enzo Life Sciences, Lorrach
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4 Methoden

4.1 Grundlegende Techniken zum Arbeiten in Zellkultur

4.1.1 Kultivieren von Saugerzellen

Das Arbeiten mit Sdugerzellen wird an einer Sterilbank mit sterilisierten Materialien durchgefiihrt.
Deren Inkubation erfolgt in einem Brutschrank bei 37° Cund 5 % CO,. Die Zelllinien wurden in den
oben angegebenen Medien kultiviert. Das Passagieren erfolgt nach spatestens vier Tagen oder bei
Erreichen der Konfluenz. Dazu wird das Kulturmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit je
derselben Menge warmen PBSCMF gewaschen und je nach GroRe der Zellkulturflasche eine
bestimmter Menge Trypsin-EDTA-L6sung (25 cm?: 1 mL; 75 cm 2: 2 mL; 175 cm?: 5 mL) zugegeben.
Nach kurzer Inkubation im Brutschrank — je nach Zelllinie 3 - 7 Minuten — sind die Zellen abgelost
und werden in frischem, warmem Kulturmedium aufgenommen, vereinzelt und in der

gewlinschten Verdiinnung auf frische Zellkulturflaschen aufgeteilt.

4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Sdugerzellen

Um Zellen einzufrieren wurde diese wie oben beschrieben mit PBSCMF gewaschen und mit
Trypsin-EDTA-L6sung versehen. Die abgelosten Zellen wurden mit kithlem Kulturmedium auf ein
Gesamtvolumen von 10 mL verdiinnt und anschlieBend abzentrifugiert (5 min, 4° C, 1200 rpm).
Nach AbgieRen den Uberstandes wird das Pellet vorsichtig und langsam in kaltem Einfriermedium
(Kulturmedium + 10 % DMSO) resuspendiert. Die Suspension wird in Aliquots von je ca. 1,8 mL in
Einfrierrohrchen eingeteilt. Die Menge an Medium wird so gewahlt, dass sich in jedem Aliquot ca.
2 Mio. Zellen befinden. Die Einfrierrohrchen werden zuerst zwei Stunden bei -20° C aufbewahrt,
dann fir ca. 24 h bei -70° C und dann zur langfristigen Aufbewahrung in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt. Zum Auftauen wird eines der Aliquots schnell in ca. 20 mL kaltes Kulturmedium
gegeben und abzentrifugiert (5 min; 4° C, 1200 rpm), um das zelltoxische DMSO zu entfernen. Der
Uberstand wird abgeschiittet und das Zellpellet vorsichtig in 5 mL warmen Medium resuspendiert.

Die Zellsuspension wird in eine 25 cm? Zellkulturflasche gegeben.
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4.2 Darstellung der BSA-B-Carbolin- und der BSA-B-Carbolin-Folat-Konjugate

4.2.1 BSA-B-Carbolin-Konjugate (ABC)

BSA (Endkonzentration 10 mg/mL equivalent zu 150 uM) wurde in Wasser gel6st und in der
Gegenwart von 1,5 mM N2-Carboxyethyl-norharman (cnHo) bzw. N?-Carboxyethyl-harmin (cHa)
mit jeweils 5mM 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 5 mM N-
Hydroxysuccinimid (NHS) fir 24 h unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Reaktionsldsung wurde anschliefend gegen PBS dialysiert (AusschlussgroRe MW > 30 kDa) und
dann UGber eine Centriprep® Membran aufkonzentriert (AusschlussgroBe MW > 30 kDa) und
mehrfach mit PBS gewaschen. Nachdem das Filtrat keine B-Carbolin-Fluoreszenz mehr aufwies,

wurde das Produkt mit Wasser gewaschen und lyophilisiert bei 4° C aufbewahrt.

o 0o o
R]% \\\
os( ]+ H — &
>//— O—NH
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Abb. 4.1: Carbodiimid Kupplung Mechanismus der Bindungsbildung zwischen einer
Carbonsdure und einem priméren Amin mit einem Carbodiimid als Kupplungsreagenz
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4.2.2 BSA-B-Carbolin-Folat-Konjugate (ABCF)

ABC wurde nach der Vorschrift von Fischer et. al [107] mit Folsaure konjugiert. Hierflir wurde ABC
in Wasser geldst (20 mg/mL) und mit 30 Aquivalenten Folsiure (5 mg/mL Endkonzentration; geldst
in der minimalen Menge 0,1 N NaOH) versetzt. Der pH wurde auf ca. 6,5 eingestellt und die Losung
anschlieBRend mit 45 Aquivalenten N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)carbodiimide-metho-p-
toluenesulfonat (CMC) (gelost in der minimalen Menge Wasser) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde fir 24 h unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde gegen
PBS dialysiert (AusschlussgroRe MW > 30 kDa) und dann (iber eine Centriprep® Membran
aufkonzentriert (AusschlussgroBe MW > 30 kDa) und mehrfach mit PBS gewaschen. Nachdem das
Filtrat keine Folsaure-Absorption mehr aufwies, wurde das Produkt mit Wasser gewaschen und

lyophilisiert bei 4° C aufbewahrt.

A O. B
|
H.C Sl =0
C% SN N N
N H.C~ 2NN N O
3 0 HfC/\N/’C CH,
Abb. 4.2: Verwendete Carbodiimid-Derivate zur Kupplung von Folséure und 8-Carbolinen

an Albumin. A: N-Cyclohexyl-N’-(2-morpholinoethyl)carbodiimide metho-p-toluenesulfonate
(CMC) B: 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)

4.3  Analytik der BSA-Konjugate

4.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford erfolgt mittels einer Kalibriergerade mit BSA. Dafiir werden
Losungen angesetzt, die 0 bis 10 pug BSA pro 800 uL Wasser enthalten. Diese werden mit je 200 pL
Biorad-Farbreagenz versetzt intensiv homogenisiert und ca. 5 Minuten inkubiert. Das Farbreagenz
bildet mit Proteinen einen blauen Komplex. Die Blaufarbung ist proportional zur Proteinmenge,
was eine quantitative, photometrische Bestimmung bei 595 nm moglich macht. Von der zu

bestimmenden Probe werden verschiedene Verdiinnungen angesetzt und davon jeweils 800 pL
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mit 200 pL Farbreagenz versehen. Mithilfe der Kalibriergrade kann der Proteingehalt in der

Probenlosung berechnet werden.

4.3.2 Photometrische Folat-Bestimmung

Zur Bestimmung der Folsdure-Menge in den Proben wurde ebenfalls eine Kalibriergerade
verwendet. Es wurden Losungen mit Konzentrationen von 0 bis 300 uM angefertigt und deren
Absorption bei 368 nm aufgenommen. Von den Probelésungen wurden verschiedene
Verdiinnungen angefertigt und deren Absorption gemessen. Anhand der Kalibriergerade konnte
der Folsdure-Gehalt der Proben bestimmt werden. Durch Vergleichen des BSA-Gehaltes mit dem

Folsdure-Gehalt konnte die Anzahl an Folat-Resten pro Molekiil BSA bestimmt werden.

4.3.3 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die lyophilisierten Proben wurden in Acetonitril/TFA 0,1 % (1:1) in einer Konzentration von
1 mg/mL gelost. 5 uL dieser Probenldésung wurden mit 25 puL der Matixlésung (¢ = 10 mg/mL)
vermischt. Als Matrix diente Sinapinsaure. Die Messungen wurden mit einem Shimadzu Axima CFR

MALDI-TOF Massenspektrometer mit gepulsten Stickstofflaser (A=337 nm, 3 ns) durchgefiihrt.

4.4 Bestimmung der Zelltoxizitat

4.4.1 Proliferation

Durch Bestimmung des Proliferationsfaktors von Zellen kann die zytotoxische Wirkung von
Substanzen quantifiziert werden. Hierfiir wurden KB Zellen in 6 Well Platten ausgestreut (150.000
pro Well) und iber Nacht kultiviert. Zum Zeitpunkt der Schadigung wurde auf einer Kontrollplatte
die Zellzahl zu Beginn der Proliferation bestimmt. Fiir die Schadigung mit Folsdaure wurden die
Zellen zuerst gewaschen und dann in aufsteigende Folsdure-Konzentrationen in PBSCMF

versehen. Die Zellen wurden zusammen mit der Losung 15 min im Brutschrank inkubiert und
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anschlieRend mit oder ohne Cut-Off-Filter (<400 nm) mit sichtbarem Licht bestrahlt
(Halogenlampe, 1000W; 33 cm, 15 min, auf Eis), wahrend die Dunkelkontrolle in diesem Zeitraum
im Dunkeln auf Eis stand. Teilweise wurden Vorinkubation und Bestrahlung in Gegenwart von
Katalase (315 U/mL) durchgefiihrt. Um die Wirkung von Methotrexat (MTX) zu testen, wurde vor
der Inkubation mit Folsdure zuerst eine Stunde mit MTX (100 uM) in PBS inkubiert. Der Rest der
Schadigung erfolgte wie bereits beschrieben. Anschliefend wurden die Zellen wieder gewaschen
und mit Vollmedium versehen. Nach 72 h wurden die Zellen gezahlt und der Proliferationsfaktor
aus Start- und Endzellzahl bestimmt. Zum Zahlen der Zellen wird das Medium abgenommen, mit
jeweils 2 mL PBSCMF gewaschen und mit 450 uL Trypsin-Lésung versetzt. Nach 3 —5 min
Inkubation im Brutschrank bei 37° C sind die Zellen abgel6st und das Well wird mit jeweils 550 uL
Medium versetzt. Die Zellen in jedem Well werden griindlich resuspendiert und die Zellzahl am

Coulter Counter® bestimmt.

4.4.2 WST-1 Assay

Der WST-1-Assay ist ein Assay zur Bestimmung der Zellvitalitat. Im WST-1 Reagenz befindet sich
ein hell rotes Tetrazolium-Salz in phosphatgepufferter steriler Losung. Das Testprinzip beruht
darauf, dass das leicht rote Tetrazolium-Salz in Gegenwart intakter mitochondrialer Enzyme in das

gelbe Formazan gespalten wird:

- NO;
- NAD* et NADH \©\“ N—H
1Y N
o EC-H £C s
SO:Na %

¢

SO;Na SO;Na
hell rot gelb
Abb. 4.3: Enzymatische Reaktion des WST-1-Reagenz zum gelben, detektierbaren

Formazan
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Sind viele vitale Zellen vorhanden, kommt es zu verstarkter Formazanbildung und somit zur
Farbvertiefung. Die Absorption bei 450 nm ist somit direkt proportional zur Zahl der vitalen Zellen.
Der Assay wird in 96 Well-flatbottom-Platten durchgefiihrt, und das Auslesen der Platten erfolgt

an einem ELISA Microplate Reader.

Schadigung mit B-Carbolin und dessen Konjugaten: Es wurden 7000 KB Zellen pro Well ausgestreut

und Uber Nacht kultiviert. Zur Schadigung wird das Medium abgenommen, die Zellen gewaschen
und mit aufsteigenden Konzentrationen B-Carbolins oder dessen Konjugaten in PBS versehen.
Nach 90 min (bzw. 30 oder 180 min) Vorinkubation wurden die Losungen abgenommen, die Zellen
erneut gewaschen und in sauberem PBSCMF mit UVA bestrahlt (365 nm, 10 cm, 20 min, auf Eis;
aquivalent zu 338 kJ/m?; siehe Abb. 4.4). Der Versuch wurde sowohl ohne als auch mit 1 mM

Folsdure in der Vorinkubationslésung durchgefiihrt.

Schadigung mit Dextran-Partikeln: Es wurden 5000 KB Zellen pro Well ausgestreut und iber Nacht

kultiviert. Zur Schadigung wurde das Medium abgenommen, die Zellen gewaschen und mit
aufsteigenden Konzentrationen der unterschiedlichen Dextran-Partikel in Vollmedium versehen.
Dies geschah 24 h, 6 h und 1,5 h vor der Bestrahlung. AnschlieBend wurden von allen Wells
gleichzeitig die Losungen abgenommen, die Zellen gewaschen und die Platten in sauberem
Medium mit sichtbarem Licht bestrahlt (Halogenlampe, 1000W; 33 cm, 15 min, auf Eis; dquivalent
zu 338 kl/m?). Der Versuch wurde sowohl ohne als auch mit 1 mM Folsdure in der

Vorinkubationslésung durchgefihrt.

Schadigung mit Folsdure: Es wurden 7000 KB Zellen pro Well ausgestreut und lber Nacht

kultiviert. Zur Schadigung wird das Medium abgenommen, die Zellen gewaschen und mit
aufsteigenden Konzentrationen Folsaure in PBS versehen. Die Zellen wurden zusammen mit der
Losung 15 min im Brutschrank inkubiert und anschlieRend mit oder ohne Cut-Off-Filter (<400 nm)
mit sichtbarem Licht bestrahlt (Halogenlampe, 1000W; 33 cm, 15 min, auf Eis). Teilweise wurden
Vorinkubation und Bestrahlung in Gegenwart von Katalase (315 U/mL) durchgefiihrt. Um die
Wirkung von Methotrexat (MTX) zu testen, wurde vor der Inkubation mit Folsdure zuerst eine
Stunde mit MTX (100 uM) in PBS inkubiert. Der Rest der Schadigung erfolgte wie oben

beschrieben.

In jedem der beschriebenen Falle wurde eine Dunkelkontrolle angefertigt, die sich wahrend der
Bestrahlung im Dunkeln auf Eis befand. Nach den jeweiligen Schadigungen wurden die Zellen

erneut gewaschen und mit WST-1 Reagenz in serumfreiem und phenolrotfreiem Medium
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versehen. Die Absorption wurde direkt nach der Schadigung und exakt zwei Stunden nach der

ersten Messung erfasst und miteinander verrechnet.

spektraler Strahlungsfluss
[W/nm]

Wellenlange [nm]

Abb. 4.4: Emissionsspektrum der verwendeten UVA Lampe Osram HQV 125

4.5 Fluoreszenzmikroskopie

4.5.1 Nicht-konfokal

Mittels nicht-konfokaler Fluoreszenzmikroskopie kénnen fluoreszierende Substanzen innerhalb

von Zellen sichtbar gemacht werden.

KB Zellen wurden in 12 Well Platten auf Deckglaschen ausgetreut (10° pro Well) und tber Nacht
kultiviert. Die Zellen wurden mit PBSCMF gewaschen und mit den entsprechenden
Partikellésungen in Medium versehen und inkubiert. Nach Ende der Vorinkubationszeit wurden
die Losungen abgenommen, die Zellen mit PBSCMF gewaschen und mit eiskaltem
Paraformaldehyd (PFA, 4 % in PBSCMF) fixiert (10 min, 4 °C). Das PFA wurde abgenommen und
die Praparate ein weiteres Mal mit PBSCMF gewaschen. Fiir jedes Praparat wurde ein Objekttrager

vorbereitet und mit 10 uL Mounting Medium mit DAPI versehen. Die fixierten Deckgldschen
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wurden aus den 12 Well Platten entnommen und mit den Zellen nach unten auf den Objekttrager

gelegt und Uber Nacht unter Lichtausschluss im Kiihlschrank gelagert.

Verwendet wurde ein Eclipse E400 Fluoreszenzmikroskop. Die Anregung erfolgt mittels einer
Quecksilberdampflampe und Bandenfiltern. DAPI wurde mit einem Excitationsfilter angeregt, der
Licht im Bereich von 330 - 380 nm passieren lasst. TPP und FITC wurden mit Licht von 460 - 490 nm
angeregt. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mittels der Kamera-Software am Mikroskop (NIS-

Elements BR 3.2) und Image J.

4.5.2 Konfokal

Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie konnen Aufnahme und Lokalisation fluoreszierender
Konjugate in Zellen und mittels Immunofluoreszenz gefarbte Strukturen wie der Folsdure-
Rezeptor sichtbar gemacht werden. Hierbei kdnnen Bilder mit hoherer Auflésung erhalten
werden, als bei der nicht-konfokalen Mikroskopie, da hier nur das Licht einer bestimmten Ebene

detektiert wird.

KB Zellen wurden in 12 Well Platten auf Deckglaschen ausgetreut (10° pro Well) und Giber Nacht
kultiviert. Die Zellen wurden mit PBSCMF gewaschen und mit den entsprechenden
Konjugatlésungen in PBS versehen und inkubiert. Nach Ende der Vorinkubationszeit wurden die
Losungen abgenommen, die Zellen mit PBSCMF gewaschen und mit eiskaltem Paraformaldehyd
(PFA, 4 % in PBSCMF) fixiert (10 min, 4 °C). Das PFA wurde abgenommen und die Praparate ein
weiteres Mal mit PBSCMF gewaschen. Die letzten 30 min vor der Fixierung wurden die Proben mit
LysoTracker® Red Losung versehen (50 nM), wobei darauf geachtet werden musste, dass die
Konjugat Konzentration dabei konstant blieb. Fiir jedes Praparat wurde ein Objekttrager
vorbereitet und mit 10 uL Mounting Medium ProlLong Gold® Antifade versehen. Die fixierten
Deckglaschen wurden aus den 12 Well Platten entnommen und mit den Zellen nach unten auf den
Objekttrager gelegt. Die Praparate werden zum Aushdrten 48 h unter Lichtausschluss im

Kihlschrank gelagert.

Verwendet wurde ein konfokales TCS SP5 Fluoreszenzmikroskop mit Leica Application Suite X
Software. Zur Anregung der B-Carbolin-Fluoreszenz wurde der 405 nm Laser verwendet, flr
LysoTracker® Red der Laser mit 566 nm. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mittels der Kamera-

Software am Mikroskop und Image J.
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4.6 Quantifikation von DNA-Schaden

4.6.1 PM2 Assay

Beim PM2 Assay wird die DNA-schddigende Wirkung von Substanzen gemessen. Dazu wird die
DNA des Bakteriophagen PM2 verwendet [108]. Werden durch die Testsubstanz
Einzelstrangbriiche verursacht, geht die PM2-DNA von der superhelikalen Form in die relaxierte
offen zirkuldre Form Uber. Die superhelikale Form lduft im Agarosegel weiter als die offen
zirkulare, wodurch die Quantifizierung von Einzelstrangbriichen moglich ist. Um andere DNA-
Modifikationen quantifizieren zu koénnen, wird das Plasmid nach der Schadigung mit
Reparaturendonukleasen inkubiert, die die DNA an ihrem Substrat einschneiden und so einen

Einzelstrangbruch erzeugen [109].
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Abb. 4.5: Prinzip des PM2 DNA-Relaxationsassays

Die DNA-Konzentration in Phosphatpuffer (PPI %) wahrend der Schadigung betragt 1 pug/100 plL.

Fir jede Spur, die im Gel analysiert werden soll, werden 0,2 ug DNA eingesetzt.

Schadigung mit B-Carbolin und dessen Konjugat: Die PM2 DNA wird in Gegenwart aufsteigender

B-Carbolin- oder Konjugat-Konzentrationen mit UVA bestrahlt (365 nm, 10 cm, 20 min, auf Eis;

aquivalent zu 30 kJ/m?; siehe Abb. 4.4). Fur die Schadigung mit dem mit Proteinase K verdauten
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Konjugat wurde eine kleine Menge Konjugat-Losung (40 uM) zusammen mit Proteinase K
(100 pg/mL) fur eine Stunde bei 37° C inkubiert und dann aufgekocht, um die Aktivitat der
Proteinase K zu beenden. Diese Losung wurde dann 10 uM verwendet und zusammen mit PM2

DNA bestrahlt.

Schadigung mit Folsdure (Konzentrationsabhéngigkeit): Die PM2 DNA wurde in Gegenwart

aufsteigender Folsdure-Konzentrationen sowohl mit sichtbarem Licht (Halogenlampe, 1000W;
33 cm, 15 min, auf Eis; dquivalent zu 338 kJ/m?), als auch mit UVA (365 nm, 10 cm, 20 min, auf Eis;
aquivalent zu 30 kJ/m?; siehe Abb. 4.4) bestrahlt.

Schadigung mit Folsdure (Zeitabhdngigkeit): Die PM2 DNA wurde in Gegenwart von 20 uM

Folsdure mit sichtbarem Licht fiir unterschiedliche Zeitraume bestrahlt (Halogenlampe, 33 cm, auf
Eis). Derselbe Versuch wurde in Gegenwart von Katalase (315 U/mL) in der Bestrahlungslosung

durchgefihrt.

In allen Versuchen wurden zusatzlich Dunkelkontrollen angefertigt, die wahrend der jeweiligen

Bestrahlung im Dunkeln auf Eis gelagert wurden.

Im Anschluss an die Schadigungen wurde zu den Probeldsungen die 2,5 fache Menge einer
Fallungslosung gegeben (1,25 M Natriumacetat in Ethanol) und fiir mindestens 30 min auf Eis
inkubiert, wobei die DNA ausfallt. Die geféllte DNA wurde abzentrifugiert (14000 rpm, 20 min,
4° C) und mit eiskaltem 70 %igem Ethanol gewaschen, um das schadigende Agens abzutrennen.
Die erhaltenen DNA-Pellets wurden in BE1-Puffer aufgenommen (DNA-Konzentration
1 pg/100 uL), sorgfaltig resuspendiert und in verschiedene Ansatze zu je 20 plL aufgeteilt. Die
Ansatze fir die verschiedenen Enzyminkubationen wurden mit jeweils 10 pL des gewiinschten
Enzyms mit einer Konzentration von 3 pg/mLin BE1/BSA (0,1 mg/mL) bzw. BE15/BSA (0,1 mg/mL)
im Falle der T4 Endonuklease V versehen. Die Caps zur Bestimmung der direkten
Einzelstrangbriiche wurden mit 10 puL reinem BE1/BSA (0,1 mg/mL) versetzt. Alle Caps wurden fiir
30 min bei 37° C im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden 10 pL Stoppuffer (0,5 % SDS)
zugegeben und die Proben auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen. Die DNA wurde mit
Ethidiumbromid angefirbt. Uber das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitit der Bande der
superhelikalen Form zur offen zirkularen Form kann die Anzahl der vorhandenen
Einzelstrangbriiche quantifiziert werden. Dazu geht man davon aus, dass die Verteilung der

Einzelstrangbriiche in der DNA einer Poisson-Verteilung folgt. Uber die Fluoreszenz-Intensititen
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der auftretenden Banden kann liber folgende Formeln die durchschnittliche Anzahl N der

Einzelstrangbriiche pro PM2-Molekiil bestimmt werden:

N = —lna

B superhelikale DNA
*= (relaxierte DNA X (1 + 1,4)) + superhelikale DNA

4.6.2 Alkalische Elution

Die Alkalische Elution ist eine Methode zur Detektion intrazelluldrer DNA Einzelstrangbriiche
[110]. Dabei wird sich zunutze gemacht, dass einzelstrangige DNA je nach Anzahl der vorhandenen
Einzelstrangbriiche unterschiedlich lange Stiicke bildet, die dann durch einen Polycarbonatfilter
(2 um PorengroRe) eluiert werden. Kiirzere Stlicke, und somit starker geschadigte DNA, werden
schneller eluiert als langere Stiicke. Die Menge an DNA in den aufgefangenen Fraktionen kann
anschlieRend in gepufferter Bisbenzimid-Losung (Hoechst 33258) fluorimetrisch bestimmt und
anhand dessen die Elutionsgeschwindigkeit errechnet werden. Durch Modifikation der Methode
mit verschiedenen Reperaturendonukleasen konnen nicht nur direkte Einzelstrangbriiche
quantifiziert werden, sondern auch unterschiedliche Basenmodifikationen, die von den Enzymen
erkannt und in einen Einzelstrangbruch Gberfihrt werden [111]. Die Methode ist extrem sensitiv
und kann Einzelstrangbriiche bis zu einer unteren Nachweisgrenze von ca.

0,05 Lasionen/10° Basenpaaren detektieren.
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Abb. 4.6: Prinzip der alkalischen Elution

Um die Anzahl der intrazellularen DNA Lasionen quantifizieren zu kdnnen, werden 1 — 1,5 Mio der
zu untersuchenden Zellen in Suspension in einen Vorratsbehalter gegeben, der am unteren Ende
mit dem Polycarbonatfilter in einem Filterhalter verbunden ist. Angestrebt wird eine Menge von
10 ug DNA pro Filter. Durch langsames Abpumpen des Mediums werden die Zellen gleichmafig
auf den Filter gesaugt und mit PBSCMF gewaschen. Die Zellen werden nun mit einem SDS (2 %)-
und Proteinase K (400 mg/L)-haltigen Lysepuffer (pH 10) Gber 90 min bei 25° C lysiert. Die nun frei
vorliegende doppelstrangige DNA muss vor der Enzyminkubation von allen Riickstanden des
Lysepuffers befreit werden und wird deshalb mehrmals mit PBSCMF gewaschen. AnschlieRend
wird mit einer Endonuklease-Losung (1 pug/mL) in BE1/BSA (0,5 mg/mL) fir 50 min bei 37°C
inkubiert. Ausnahme bildet die T4 EndonukleaseV, die in BE15/BSA (0,5 mg/mL) geldst wird. Als
Vergleich wird ein weiterer Filter mit identischen Zellen nur mit Puffer inkubiert, um die Anzahl
der direkten Einzelstrangbriiche quantifizieren zu kénnen. Die nun vorliegende DNA weil3t nun
Enzym induzierte Einzelstrangbriiche an den Stellen auf, an denen sich vorher eine DNA
Modifikation befunden hat. Sie wird mit Waschpuffer (pH 10) gewaschen und anschlieffend mit
Elutionspuffer (pH 12 - 13) versehen. Durch den hohen pH-Wert wird die DNA einzelstrangig und
die unterschiedlich grofRen Stlicke werden nun bei konstanter Geschwindigkeit langsam durch den
Filter in sechs Fraktionen eluiert. Die Filter werden ausgebaut und in der sechsten Fraktion fir
90 min bei 60° C geschiittelt, um die grofRen, nicht eluierten DNA Stiicke in Loésung zu bringen.
Diese Fraktionen werden nach abgeschlossener Elution und auswaschen der Filter mit einem

Phosphatpuffer (pH 6) neutralisiert, wobei sich die vorliegenden Einzelstrange zu Doppelstrangen
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zusammenlagern. AnschlieBend wird Bisbenzimid-Losung (H33258) in Phosphatpuffer (pH 7,2)
hinzugegeben, das in die DNA interkaliert. Die fluorimetrische Messung erfolgt bei einer Excitation
von 360 nm und einer Emission von 450 nm. Eine Kalibrierung mit y-Strahlen (6 Gy =

1 Lasionen/10° Basenpaare) (KOHN et al. 1976) erméglicht die Quantifizierung der DNA-Schiden.

Es wurden in kleine Zellkulturflaschen (25 cm?) 3 Mio Zellen pro Flaschen ausgestreut und Gber
Nacht kultiviert. Die Zellen wurden gewaschen und mit aufsteigenden Folsdure-Konzentrationen
in PBS versehen. Sie wurden zusammen mit der Losung 15 min im Brutschrank inkubiert und
anschlieBend mit sichtbarem Licht bestrahlt (Halogenlampe, 1000W; 33 cm, 15 min, auf Eis;
aquivalent zu 338 kJ/m?). In den meisten Fallen wurden Vorinkubation und Bestrahlung in
Gegenwart von Katalase (315 U/mL) durchgefiihrt. Um den Einfluss von Methotrexat (MTX) zu
bestimmen, wurde vor der Inkubation mit Folsdure zuerst eine Stunde mit MTX (100 uM) in PBS
inkubiert. Der Rest der Schadigung erfolgte wie gehabt. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen

unmittelbar gewaschen, mit Trypsin abgeldst, gezahlt und auf die alkalische Elution aufgetragen.

4.7 Bestimmung von Mikrokernen

KB Zellen wurden in 6-Well Platten ausgestreut (400.000 Zellen pro Well) und Uber Nacht
inkubiert. Dann wurden die Zellen gewaschen und mit steigenden Folsdure-Konzentrationen in
Gegenwart von Katalase (315 U/mL) versehen. Sie wurden zusammen mit der Losung 15 min im
Brutschrank inkubiert und anschliefend mit sichtbarem Licht bestrahlt (Halogenlampe, 1000W;
33 cm, 15 min, auf Eis; dquivalent zu 338 kJ/m?). Um den Einfluss von Methotrexat (MTX) zu
untersuchen, wurde vor der Inkubation mit Folsdure zuerst eine Stunde mit MTX (100 uM) in PBS
inkubiert. Der Rest der Schadigung erfolgte wie in vorangegangenen Abschnitten beschrieben.
AuBerdem wurden jeweils entsprechende Dunkelkontrollen angefertigt, die wahrend der
Bestrahlung der korrespondierenden Proben im Dunkeln auf Eis gelagert wurden. Nach der
Bestrahlung wurden die Zellen erneut gewaschen, mit Vollmedium versehen und ca. 24 h
(entspricht ca. einer Zellteilung) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen abgeldst und in einem
Gesamtvolumen von 1 mL Medium resuspendiert. Ein Tropfen der Suspension wurde mittels

Cytospin auf Objekttrager aufgeschleudert. Die Objekttrager wurden in ein eiskaltes Methanolbad
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Uberfihrt und die Zellen somit fixiert. Die DNA wurde mittels Bisbenzimid (H33258) sichtbar
gemacht. Am Fluoreszenzmikroskop konnte die Anzahl der Mikrokerne pro tausend Kerne

bestimmt werden [67].

4.8 Proliferationskurven

Es wurden von jeder Zelllinie in kleinen Zellkulturflaschen (25 cm?) jeweils 200.000 Zellen pro
Flasche ausgestreut und 6 h kultiviert. Danach wurden alle Flaschen entweder fir 1 mit MTX
(100 pM) in PBS oder in reinem PBS inkubiert. Jeweils eine Flasche wurde als Startzellzahl gezahlt,
die anderen wurden mit Vollmedium versehen und im Brutschrank inkubiert. Alle 24 h wurde von
jedem Ansatz jeweils eine Zellzahl mittels Coulter Counter bestimmt und mit Hilfe der Startzellzahl

der Proliferationsfaktor berechnet.

4.9 Durchflusszytometrie

4.9.1 Quantifizierung des FRa

Es wurden 3 Mio Zellen aus einer Zellsuspension entnommen, abzentrifugiert, in 600 pL einkaltem
PBSCMF aufgenommen und dann mit 600 pL eiskaltem PFA (4 %) versehen. Die Zellen standen
15 min auf Eis und wurden dann erneut abzentrifugiert und in PBSCMF aufgenommen. Die Ansatze

wurden gedrittelt, um folgende Inkubationen durchfiihren zu kénnen:

- Kontrolle ohne Antikorper
- Nur sekundarer Antikorper

- Primérer und sekundarer Antikérper

Der Primarantikorper gegen den FRa (ALX-804-439R100) wurde 1:500 verdiinnt eingesetzt. Pro

Pellet wurden 500 uL angewendet und die Proben 30 min auf dem Schiittler inkubiert.
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AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert und das Pellet mit PBSCMF gewaschen. Der FITC-
konjugierte Sekundarantikdrper gegen IgG (ALX-211-200-C100) wurde 1:100 verdiinnt eingesetzt.
Zu jedem Pellet wurden 200 pL gegeben und erneut 30 min auf dem Schittler inkubiert. Die
gefarbten Zellen wurden zweimal gewaschen, in Puffer resuspendiert und im Durchflusszytometer

auf deren FITC-Fluoreszenz quantifiziert.

4.9.2 Quantifizierung der intrazellularen TPP-Fluoreszenz

KB Zellen wurden in 6 Well Platten (3*10° pro Well) ausgestreut und lber Nacht kultiviert. Die
Zellen wurden mit PBSCMF gewaschen und mit den entsprechenden Partikellésungen (SpAcDex-
TPP, SpAcDex-TPP-FA, AcDex-TPP; 10 pug/mL) in Medium versehen und fur 0,5h, 1,5h und 3 h
inkubiert. Nach Ende der Vorinkubationszeit wurden die Loésungen abgenommen, die Zellen
abgeldst, vereinzelt und mit eiskaltem Paraformaldehyd (PFA, 4 % in PBSCMF) fixiert. Das PFA
wurde abzentrifugiert und abgenommen und die Praparate ein weiteres Mal mit PBSCMF
gewaschen. Die Proben wurden in PBSCMF mit dem Durchflusszytometer FACScalibur™
vermessen. Die Anregung erfolgte bei 488 nm mittels eines Argon Lasers. Die Emission wurde im

Kanal FL3 (670 nm LP) aufgefangen.
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5 Ergebnisse

5.1 Aufnahme von Photosensibilisatoren in Zellen iiber den Folsdaure-Rezeptor a

(FRa)

Der Folsdure-Rezeptor a (FRa) ist ein endozytotischer Rezeptor, der auf vielen Tumor-Zellen
Uberexprimiert wird, um deren erhéhten Bedarf an Folsdure zu decken (siehe Abschnitt 1.1.1.1).
Durch Bindung von therapeutisch interessanten Molekilen oder Nanopartikeln an Folsaure ist es
deshalb moglich, diese Tumorzellen spezifisch zu adressieren. Durch die Kupplung groRer
Molekile kann im Organismus zusatzlich zum Rezeptor-vermittelten Transport vorher der EPR-
Effekt ausgenutzt werden (siehe Abschnitt 1.1.2). Bisher wird diese Art des Targetings zwar fir
verschiedene Zytostatika angewandt, wird aber noch nicht in der Photodynamischen Therapie
(PDT; siehe Abschnitt 1.2) eingesetzt. Ziel der in diesem Abschnitt 5.1 beschriebenen Experimente
war es Albumin-B-Carbolin-Konjugate und Tetraphenylporphyrin (TPP)-beladenen Dextran-
Partikel an Folsdure zu koppeln und deren Rezeptor-vermittelte Aufnahme in Zellen, sowie deren

DNA-schadigendes und zytotoxisches Potential zu untersuchen.

5.1.1 FRa vermittelte Aufnahme von Albumin-B-Carbolin-Konjugaten

B-Carboline sind photoreaktive Naturstoffe, die in vielen Pflanzen und auch im Organismus von
Saugern vorkommen. |hr Absorptionsmaximum liegt mit 320-380 nm im UVA Bereich. Durch
Substitution am Stickstoff an Position 2 im Molekil wird dieser quarternisiert, und die daraus
resultierende positive Ladung Uber das gesamte Molekil delokalisiert. Verwendet wurden N?-
Carboxyethyl-norharman (cnHo) und N?-Carboxyethyl-harmin (cHa). Diese Molekiile haben eine
reaktive Carboxylgruppe, um eine Kupplung an Albumin zu ermdoglichen, und sind geladen, sodass
keine unspezifischen Bindungen durch hydrophobe Wechselwirkungen am Albumin zu erwarten
sind. Dadurch sind unspezifische Effekte des Photosensibilisators auszuschlieRen (siehe Abschnitt

1.1.2.1).
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5.1.1.1 Herstellung und Analytik der Albumin-B-Carbolin-Konjugate

Im ersten Schritt wurde jeweils das B-Carbolin in einer Reaktion zu einem Aktivester mit N-
Hydroxysuccinimid (NHS) umgewandelt und dann mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid (EDC) an das Albumin gekuppelt. Das entstehende Produkt wurde anschliefend mit
Folsdure in Gegenwart von 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-(4)-ethyl)-carbodiimid (CMC) als
Kupplungsreagenz umgesetzt (siehe dazu auch: ,Bioconjugation Techniques®, Greg T. Hermanson,
Sec. Edition [112] und Abschnitt 4.2). Die entstandenen Konjugate und deren im Folgenden

verwendeten Kurznamen sind schematisch in Abb. 5.1 gezeigt.

N \ =, 0—

H H

cnHo-Alb-FA cHa-Alb-FA N
O=x( N O N

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der Konjugat-Synthese. Die 6-Carboline wurden jeweils
mit dem Kupplungs-Reagenz 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) an Albumin
gekoppelt. Dabei entstanden cnHo-Alb und cHa-Alb. Im zweiten Schritt wurde unter Zuhilfenahme
von 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-(4)-ethyl)-carbodiimid (CMC) die Folsdure an die zuvor
entstandenen Konjugate gekoppelt, woraus danach cnHo-Alb-FA und cHa-Alb-FA entstanden.

Die vier entstandenen Konjugate sollten auf deren Beladungsverhaltnisse hin untersucht werden.
Hierflr wurden Proben gefriergetrocknet und mittels MALDI-TOF-MS auf deren GroRe untersucht.
Die erhaltenen Werte wurden mit reinem Albumin verglichen. Die aufgenommenen Spektren und

mittleren Molekilmassen sind in Abb. 5.2 zu sehen.
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Abb. 5.2: MALDI-TOF-MS der hergestellten Konjugate

Anhand der Massenspektren kann man sehen, dass an jedem Molekl nur ein bis zwei B-Carbolin-
Molekule (M(cnHo) =241,26 g/mol; M(cHa) = 285,32 g/mol) gebunden haben. Eine mdgliche
Erklarung hierfir ist, dass durch die delokalisierte Ladung im Molekil nur ein bis zwei Lysin-Reste
auf der Oberflache des Albumins elektrostatisch zuganglich sind. Pro Molekiil Albumin-B-Carbolin
binden 6 — 9 Molekile Folsaure (M(FS) =441,4 g/mol). Dieser Befund stimmt auch mit der
photometrischen Quantifikation tiberein. Hierfir wurde die Protein Konzentration nach Bradford
bestimmt und diese mit der photometrisch bestimmten Folsdure Konzentration verglichen. Die B-
Carbolin-Konzentration konnte nicht tGber Absorption oder Fluoreszenz quantifiziert werden, da
das Absorptionsmaximum des B-Carbolins mit der Absorption des Albumins iberlappt und die
Fluoreszenz durch Anwesenheit von Protein gequencht wird. Die aus der MALDI Messung
ermittelten Bindungsverhaltnisse sind in Tabelle 5.1 aufgefiihrt. Wegen des groRRen Fehlers der
MALDI Messung bei Molekiilen dieser GréRe sind die erhaltenen Verhaltniszahlen nur als

Naherungswerte zu betrachten.
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Tab. 5.1: Bindungsverhdltnisse von Folséure und des verschiedenen 8-Carbolinen in den
verschiedenen Konjugaten. Die Verhdltnisse sind berechnet aus der Differenz zwischen den
ermittelten Massen der Konjugate zu deren korrespondierender Albumin-Kontrolle. Dabei wurden
folgende Molmassen verwendet: M(cnHo) = 241,26 g/mol; M(cHa) = 285,32 g/mol;
MI(FS) = 441,4 g/mol.

cnHo-Alb-FA 1,3 9,5
cHa-Alb-FA 2,0 5,8

Die Herstellung der Konjugate aus den beiden verschiedenen B-Carbolinen ist deswegen sinnvoll,
weil diese unterschiedliche photochemische und photophysikalische Eigenschaften mitbringen
(siehe Abschnitt 1.2.1.1). cnHo hat eine hohere Fluoreszenz Quantenausbeute und Lebensdauer
bei einer vergleichsweise niedrigen Triplett-Quantenausbeute. Durch die starke Fluoreszenz
konnen die Konjugate mit cnHo fir diagnostische und bildgebende Verfahren, wie die
Mikroskopie, eingesetzt werden. cHa wiederum hat eine niedrigere Fluoreszenz
Quantenausbeute, aber die Triplett-Quantenausbeute ist hoher (siehe Tabelle 5.2). Durch die
hoheren Triplett-Quantenausbeuten von cHa ist bei Bestrahlung eine starkere ROS-Produktion
und daraus folgend eine hohere Zytotoxizitat zu erwarten, weshalb fiir die Zellviabilitatsstudien

im WST-1 Assay diese Konjugate verwendet wurden.

Tab. 5.2: Photophysikalische Daten der verwendeten B-Carbolin-Derivate Die Werte
wurden von der kooperierenden Arbeitsgruppe von Dr. Cabrerizo (Argentinien) bestimmt.

cnHo 374 485 0,58 £ 0,02 21910, 0,05+ 0,02
cHa 326 425 0,42 £ 0,02 6,8+0,1 0,14 £ 0,02
5.1.1.2 Mikroskopische Untersuchungen der FRa vermittelten Zellaufnahme

Firr die Untersuchung der Rezeptor-vermittelten Aufnahme der Folsdaure-gekoppelten Albumin-p-
Carbolin-Konjugate am Fluoreszenzmikroskop wurden FRa (iberexprimierende KB Zellen
verwendet. Fir alle folgenden Experimente am Mikroskop wurden die Konjugate mit dem starker
fluoreszierenden Norharman-Derivat (cnHo) (siehe Abb. 5.1) eingesetzt. Die Zellen wurden auf
Deckglasern kultiviert und mit 20 uM cnHo-Alb und cnHo-Alb-FA fiir unterschiedliche Zeiten

inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen und mit eiskaltem PFA (4 %) fixiert, bevor
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sie auf Objekttrager Gberfiihrt und am Fluoreszenzmikroskop untersucht wurden. Zur Anregung
der cnHo Fluoreszenz wurde ein 405 nm Laser verwendet. Detektiert wurde die Emission von 420

— 520 nm. Die erhaltenen Bilder sind in Abb. 5.3 gezeigt.
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Abb. 5.3: Mikroskopische Untersuchung der Rezeptor-vermittelten Aufnahme von cnHo-

Alb und cnHo-Alb FA iiber die Zeit. KB Zellen wurden auf Deckgldsern kultiviert und unterschiedlich
lang mit 20 uM Lésungen von cnHo-Alb oder cnHo-Alb-FA inkubiert. AnschliefSfend wurden die
Zellen gewaschen und mit PFA (4 %) fixiert. Fotografiert wurden die Zellen mit Hilfe eines
konfokalen TCS SP5 Fluoreszenzmikroskops.

Mit steigender Vorinkubationszeit in Gegenwart von cnHo-Alb-FA war in den KB-Zellen ein
deutlicher werdendes Fluoreszenzsignal zu erkennen. Gleichzeitig nahm die Fluoreszenz in den
Zellen, die mit cnHo-Alb inkubiert wurden, nicht zu und ist vergleichbar mit der Eigenfluoreszenz
der Kontrollzellen. Dies lasst die Vermutung zu, dass eine folsdure- und zeitabhangige Aufnahme
des Konjugates in die Zellen stattgefunden hat. AuRerdem ist zu erkennen, dass sich die

detektierte B-Carbolin-Fluoreszenz in punktformigen Strukturen anreichert. Um der Lokalisation
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des endozytotisch aufgenommenen Konjugates auf den Grund zu gehen, wurde basierend auf den
bisherigen Ergebnissen ein Folgeversuch durchgefiihrt, in dem die verwendeten Zellen 90 min lang
mit 20 uM cnHo-Alb und cnHo-Alb-FA inkubiert wurden, wahrend gleichzeitig die Lysosomen der
Zellen mit LysoTracker® Red angefarbt wurden. Der LysoTracker® farbt saure Zellkompartimente,
also hauptsachlich spate Endosomen und Lysosomen. AnschlieRend wurde wieder mit eiskaltem
PFA (4 %) fixiert. Zur Anregung von LysoTracker® Red wurde am Mikroskop ein Laser mit 560 nm

verwendet. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind gezeigt in Abb. 5.4.

LysoTracker® Red chHo Merge

cnHo-Alb PBS

cnHo-Alb-FA

Abb. 5.4: Mikroskopische Untersuchung der Rezeptor-vermittelten Aufnahme von cnHo-
Alb und cnHo-Alb-FA und dessen Kolokalisation mit Lysosomen KB Zellen wurden auf
Deckgldschen kultiviert und 90 min lang mit 20 uM Lésungen von cnHo-Alb, cnHo-Alb-FA oder
reinem PBS inkubiert. AnschliefSend wurden die Zellen gewaschen und mit PFA (4 %) fixiert. 30 min
vor der Fixation wurden 50 nM LysoTracker® Red hinzugegeben. Fotografiert wurden die Zellen mit
Hilfe eines konfokalen TCS SP5 Fluoreszenzmikroskops.
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Die am Mikroskop gemachten Aufnahmen aus diesem Versuch bestéatigen, dass die Fluoreszenz
der Zellen, die mit cnHo-Alb inkubiert wurden, bei einer Anregungswellenlange von 405 nm in
etwa der Fluoreszenz der Kontrollzellen entspricht, was bedeutet, dass keine nennenswerte
Aufnahme des Konjugates stattgefunden hat. Die Zellen, die mit cnHo-Alb-FA inkubiert wurden
zeigen hingegen deutliche Fluoreszenz, die sich aller Wahrscheinlichkeit nach auf die
Akkumulation des B-Carbolins im Zellinneren zurlickfiihren lasst. In den Bildern, in denen die
Aufnahme des B-Carbolin-Kanals und der des LysoTrackers® Uberlagert wurden (Merge), ist zu
erkennen, dass die B-Carbolin-Fluoreszenz teilweise mit der Fluoreszenz des LysoTrackers®
kolokalisiert (orange-gelbe Farbung). Dieser Befund ist auf Basis der Literatur schwierig zu
erklaren, da es sich beim FRa um ein Glykosylinositolphosphat verankertes Protein (GPI-AP)
handelt. Dessen Endozytose fiihrt Ublicherweise Uber sogenannten CLIC-Weg (Clathrin
independent carrier) und GEECs (GPI-AP-enriched endosomal compartments). GEECs geben
normalerweise schnell zellrelevante Ladung wie Folsaure ins Cytosol ab, um das GPI-AP zu recyceln
und zuriick an die Oberflache bringen zu kénnen [23]. Da die Akkumulation des Konjugates in der
Zelle mit einhergehender Kolokatisation mit LysoTracker® Red ungewdhnlich ist, wurde um sicher
zu gehen, dass die Akkumulation der Fluoreszenz in der Zelle trotzdem auf die FRa-vermittelte
Aufnahme von cnHo-Alb-FA zurlickzufiihren ist, ein weiterer Versuch durchgefiihrt. Hierfir
wurden die Zellen 90 min lang mit 20 uM cnHo-Alb-FA inkubiert. Bei einem Ansatz wurde wahrend
der Vorinkubationszeit zusatzlich 1 mM Folsdure hinzugegeben, die mit cnHo-Alb-FA um den FRa
konkurriert und die Aufnahme des Konjugates verhindern sollte. Die extrem hohe Folsdure-
Konzentration wurde deswegen gewahlt, da sich durch ein Bindungsverhaltnis von bis zu neun
Folsdure-Molekiilen pro Konjugat und einer Konjugat-Konzentration von 20 uM ca. 180 uM
Konjugat-gebundene Folsdure in der Losung befinden. AuBerdem wurde auch hier wieder
LysoTracker® Red hinzugefiigt, um die Lysosomen anzufarben. AnschlieRend wurden die Zellen
gewaschen, mit eiskaltem PFA (4 %) fixiert und auf einen Objekttrager tGberfihrt. Das Resultat ist

in Abb. 5.5 abgebildet.
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LysoTracker®
Red cnHo Merge

90 min
20 uM cnHo-Alb-FA PBS

90 min
20 uM cnHo-Alb-FA
+1mMFA

Abb. 5.5: Mikroskopische Untersuchung der Rezeptor-vermittelten Aufnahme von cnHo-
Alb-FA in Kompetition mit einem Uberschuss Folséure. KB Zellen wurden auf Deckgldschen
kultiviert und 90 min lang mit 20 uM Lésungen von cnHo-Alb-FA mit und ohne Folsédure (1 mM)
inkubiert. AnschliefSend wurden die Zellen gewaschen und mit PFA (4 %) fixiert. 30 min vor der
Fixation wurden 50 nM LysoTracker® Red hinzugegeben. Fotografiert wurden die Zellen mit Hilfe
eines konfokalen TCS SP5 Fluoreszenzmikroskops.

Auch hier ist die Aufnahme des Konjugates nach 90 min zu erkennen. AuRerdem ist auch hier
wieder eine teilweise Kolokalisation der B-Carbolin-Fluoreszenz mit der Fluoreszenz von
LysoTracker® Red erkennbar. Die Zellen, die in Gegenwart eines groRen Folsidure-Uberschusses
mit cnHo-Alb-FA inkubiert worden sind, weisen jedoch liberhaupt keine intrazellulare B-Carbolin-
Fluoreszenz auf und sind mit den Kontrollzellen, die mit reinem PBS vorinkubiert wurden,
vergleichbar. Da eine Aufnahme des Konjugates nur dann fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen werden konnte, wenn das Konjugat Folsdure beinhaltet (cnHo-Alb-FA), aber nicht

bei dem Konjugat ohne Folsdure (cnHo-Alb), und weil die Kompetition mit einem Uberschuss freier
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Folsdure die Aufnahme von cnHo-Alb-FA verhindert, kann geschlossen werden, dass die Aufnahme
FRa-vermittelt ist und endozytotisch verlauft. AuBRerdem kann aus den mikroskopischen
Aufnahmen geschlossen werden, dass das aufgenommene Konjugat in der Zelle in punktférmigen
Strukturen akkumuliert, die teilweise mit den Lysosomen kolokalisieren. Um zu prifen, ob dieser
Aufnahmeweg fiir eine selektive Abtétung von Zellen ausgenutzt werden kann, wurden im
Folgenden die photogenotoxischen Eigenschaften der beiden B-Carbolin-Derivate miteinander

verglichen und das photozytotoxische Potential quantifiziert.

5.1.1.3 Extrazellulire DNA-schiadigende Wirkung der B-Carboline

Um besser einschatzen zu konnen, wie sich die unterschiedlichen Quantenausbeuten der B-
Carbolin-Derivate quantitativ auf die ROS-Produktion und somit auch auf die potentielle
Schadensinduktion auswirken, wurden beide Derivate im PM2 Assay getestet. Hierflir wurden
aufsteigende Konzentrationen cnHo und cHa geldst in Phosphatpuffer PPI1/2 zusammen mit PM2
Plasmid-DNA mit UVA (365 nm, 30 kJ/m?) bestrahlt. AnschlieBend wurde die DNA gefllt und eine
Fraktion jedes Ansatzes mit Fpg-Protein inkubiert. Dabei handelt es sich um das bakterielle
Homolog der menschlichen 8-Oxo-guanin-Glykosylase (0GG1). Es wird eingesetzt, um induziertes
7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-Oxo-guanin; 8-oxoG) und andere Basenmodifikationen nachzuweisen
(siehe Abschnitt 3.5), die durch die bei der Bestrahlung entstehenden ROS induziert werden.
Induzierte Einzelstrangbriiche (SSB) und Fpg-sensitive Lasionen sind fiir beide Derivate in Abb. 5.6

aufgetragen.
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Abb. 5.6: Quantifizierung von zellfrei durch 8-Carboline induzierte DNA-Schédden (PM2-

Assay). Anzahl der DNA-Schéden (schwarz: SSB, blau: Fpg-sensitive Lésionen) nach Behandlung
von PM2-DNA mit steigenden B-Carbolin-Konzentrationen (links: cnHo, rechts: cHa) und UVA Licht
(365 nm, 30 ki/m?). Auf3erdem wurde die DNA-schddigende Wirkung von cHa-Alb getestet. Die
aufgetragene Konzentration des Konjugates entspricht der cHa-Konzentration. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert von 3 unabhdngigen Versuchen (+ SD).

Fir sowohl cnHo (linkes Diagramm), als auch cHa (rechtes Diagramm) existiert eine lineare Dosis-
Wirkungs-Beziehung bei der Schadensinduktion fiir SSB und Fpg-sensitive Lasionen unter UVA
Bestrahlung. Im Dunkeln war keinerlei Schadensinduktion durch die verwendeten B-Carbolin
Derivate zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Wie aus Tabelle 5.3 zu entnehmen ist, fiihrt die
Bestrahlung mit UVA allein unter den verwendeten Bedingungen nur zu einer minimalen Induktion

von SSB wahrend keine Fpg-sensitiven Schaden induziert werden.

Tab. 5.3: SSB und Fpg-sensitive Lédsionen nach UVA-Bestrahlung (30 kJ/m?). PM2 Plasmid-
DNA wurde mit UVA bestrahlt (365 nm, 30 ki/m?). Von diesen Proben und der Dunkelkontrolle
wurden die Schdden (SSB, Fpg-sensitive Lidsionen) bestimmt. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert von 3 unabhangigen Versuchen (+ SD). Die Signifikanz wurde nach dem Student’s t-
Test berechnet (**p < 0,05).

UVA Bestrahlung 0,120+ 0,031 0,110+ 0,078
Dunkelkontrolle 0,068 + 0,016** 0,073 £ 0,018
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Besonders auffallig ist der Unterschied in der Héhe der induzierten Schaden durch cnHo und cHa.
Betrachtet man nur die Fpg-sensitiven Schaden, benoétigt man von cnHo eine dreiBigfach héhere
Dosis als von cHa, um denselben Schaden zu generieren. Fir die Induktion von SSB ist dieses
Verhaltnis sogar noch weitaus hoher. Unterschiede zeigen sich auch, wenn man das Verhaltnis der
Steigungen der Trendlinien fiir SSB und Fpg-sensitive Ldsionen vergleicht. Bei cnHo ist die
dosisabhangige Induktion Fpg-sensitiver Schaden etwa 15-fach hoher als die der SSB, wahrend die
Steigung fir die Fpg-sensitiven Schaden bei cHa nur etwa doppelt so hoch ist wie die fir die
induzierten SSB. Die erhaltenen Ergebnisse sind in gutem Einklang mit bereits veroffentlichten
Ergebnissen anderer Harmin- und Norharman-Derivate. Zusatzlich zur hoéheren Triplett-
Quantenausbeute weisen Harmin-Derivate auch eine hohere DNA-Bindungskonstante auf, als
Norharman-Derivate [67]. Die durch die starkere nicht-kovalente Bindung verursachte erhohte
raumliche Nahe zwischen Photosensibilisator und DNA, ist zusatzlich zu den unterschiedlichen
Quantenausbeuten eine weitere Erklarung fir die gezeigten Unterschiede in der

Schadensinduktion.

Da hier das deutlich héhere Schadigungspotential von cHa verglichen mit cnHo gezeigt werden
konnte, wurde fir die spater beschriebenen Zytotoxizitatsversuche ausschlieBlich cHa-Alb-FA und
nicht cnHo-Alb-FA verwendet. Auf die Tatsache, dass das Konjugat cHa-Alb so gut wie keine
Schaden in freier DNA induziert (siehe Abbildung 5.6, rechtes Diagramm) wird im spateren Verlauf

dieses Abschnittes ndher eingegangen.

Zur ndheren Charakterisierung des Schadigungsmechanismus und zur besseren Einschatzung des
verursachten Schadens wurde im Folgenden ein PM2 Assay mit cHa sowohl in Gegenwart von
Katalase und SOD, als auch in D;O haltigem Puffer durchgefiihrt. Wahrend Katalase
Wasserstoffperoxid und SOD Superoxid-Radikale abfangen, verlangert D,O die Lebensdauer von
Singulett-Sauerstoff in Vergleich zu H,0 ca. 10fach [113]. Durch relativen Vergleich der induzierten
Schaden unter Zuhilfenahme von Katalase, SOD und D;O mit der Schadigung des reinen
schadigenden Agens, konnen Rickschlisse auf die beteiligten reaktiven Sauerstoffspezies
geschlossen werden. Der Versuch wurde mit 10 und 20 uM cHa durchgefiihrt und die relativen

Ergebnisse vereinigt. Die in diesem Versuch erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 5.7 gezeigt.
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Abb. 5.7: Relatives Ausmafl induzierter DNA-Schidden nach Bestrahlung von cHa in
Gegenwart von Katalase, SOD und D;0. cHa (10 und 20 uM) wurde zusammen mit PM2-DNA mit
UVA bestrahlt (365 nm. 30 ki/m?). Sowohl in Phosphatpuffer mit und ohne Katalase (315 U/mL)
und/oder SOD (200 ug/mL), als auch in D,O-haltigem Phosphatpuffer. Die aufgetragenen Werte
sind relativ zu dem Fpg-sensitiven Schaden von Folsédure allein (abziiglich korrespondierender SSB
und Grundschaden). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert aus 6 unabhdingigen Versuchen
+ SD. Die Signifikanz wurde nach dem Student’s t-Test berechnet (***p < 0,005).

Katalase, SOD und D;0 haben danach keine Auswirkung auf die Induktion von SSB. Die Fpg-
sensitiven Lasionen werden durch die Anwesenheit von Katalase signifikant um ca. 40 % gesenkt
und durch D,0 um ca. 100 % gesteigert. Das bedeutet, dass Wasserstoffperoxid und Singulett-
Sauerstoff bei der Oxidation der PM2 DNA eine groRere Rolle spielen als Superoxid-Radikale. Da
die in Abbildung 5.7 gezeigte Inhibition der Fpg-sensitiven Schaden durch Katalase nicht
vollstandig und der Effekt von D,O eher moderat ist, ist ein Teil der DNA-Modifikation sehr
wahrscheinlich auf eine direkte Reaktion von cHa mit der DNA zurlickzufiihren, verlauft also nicht

Uber ROS.

Um eine vorlaufige Einschatzung treffen zu kénnen, wie sich das Konjugat unter UVA Bestrahlung
verhalt, wurde der PM2 Assay mit dquivalenten Konzentrationen cHa-Alb durchgefiihrt (Abb. 5.6,
rechtes Diagramm; auf die Durchfiihrung dieses Versuches mit cnHo-Alb wurde wegen den groRen
benotigten Substanzmenge verzichtet). Bestrahlt man dieselbe Menge Albumin-gebundenes cHa,
wie zuvor freies, ist im untersuchten Konzentrations- und Lichtdosis-Bereich keinerlei
Schadensinduktion in der PM2 DNA zu erkennen. Die Vermutung liegt nah, dass das Albumin-

gebundene cHa nach Bestrahlung zwar reaktive Sauerstoffspezies generiert, diese aber nur mit
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dem umliegenden Protein reagieren. Da der angeregte Chromophor keine Moglichkeit hat mit der
DNA in Kontakt zu kommen, kann auch die vermutete direkte Reaktion des Photosensibilisators
mit der DNA nicht stattfinden, so dass die DNA ungeschadigt bleibt. Diese Annahme sollte mit
einem Versuch untermauert werden. Hierflir wurde eine kleine Menge der cHa-Alb Losung
(40 uM) fiir eine Stunde bei 37° C mit Proteinase K (100 pg/mL) inkubiert, um das Albumin
weitestgehend zu verdauen. AnschlieBend wurde die Probe aufgekocht, um die Proteinase K
Aktivitat zu stoppen. Aus dieser Probe wurde ein weiterer PM2 Assay durchgefiihrt, bei dem
10 uM cHa-Alb und die dquivalente Menge der Proteinase K behandelten Probe mit der Kontrolle
(bestrahlt ohne Konjugat) nach UVA Bestrahlung verglichen wurden. Die Ergebnisse dieses

Versuchs sind in Abb. 5.8 gezeigt.
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Abb. 5.8: PM2-Assay mit cHa-Alb nach Proteinase K-Verdau. Eine Probe der cHa-Alb-L6sung

wurde 1 h lang bei 37° C mit Proteinase K (100 ug/ml)inkubiert. AnschliefSend wurde die Probe
aufgekocht. Fiir den anschlieffenden PM2-Assay wurden 10 uM cHa-Alb und die dquivalente
Konzentration der Proteinase K behandelten Probe mit UVA bestrahlt (365 nm, 30 ki/m?). Bei der
Kontrolle handelt es sich um PM2 DNA, die ohne Konjugat bestrahlt wurde Die aufgetragenen
Werte sind der Mittelwert aus 6-9 Versuchen (+SD). Die Signifikanzberechnung erfolgte nach
Student’s t-Test (***p < 0,05) und bezieht sich auf den Unterschied zwischen cHa-Alb mit und ohne
Proteinase K-Behandlung.

In diesem Versuch wurde bestatigt, dass die Bestrahlung von 10 uM cHa-Alb zusammen mit PM2
DNA weder SSB noch Fpg-sensitive Lasionen induziert. Nach Verdau des Albumins mit Proteinase
K und anschlieRender Bestrahlung, konnte zwar nicht die gleiche Schadensinduktion von reinem

cHa zurlickerlangt werden, trotzdem ist eine signifikante Erhohung der Anzahl Fpg-sensitiver



5 Ergebnisse 65

Lasionen zu erkennen. Moglicherweise war der Verdau nicht vollstandig und cHa ist immer noch
zu einem Groldteil an Peptidfragmente gebunden oder frei gewordenes cHa wurde an
denaturiertes Proteinase K gebunden. Eine weitere Maoglichkeit ist, dass die thermische
Inaktivierung der Proteinase K nicht vollstandig war und deshalb das Fpg-Protein zumindest
teilweise verdaut wurde, was das Ergebnisse verfdlscht haben kénnte. Nichtsdestotrotz wird
durch dieses Ergebnis belegt, dass die Bindung des pB-Carbolins an das Albumin dafir
verantwortlich ist, dass durch cHa-Alb im untersuchten Bereich kein DNA-Schaden unter UVA
Bestrahlung ausgeldst wurde, da die Freisetzung des B-Carbolins aus dem Konjugat zu einem

signifikanten Anstieg induzierbarer Fpg-sensitiver Schaden fihrt.

5.1.1.4 Zytotoxizitat der Albumin-B-Carbolin-Konjugate

Auch wenn DNA-Schadigung durch den Photosensibilisator nicht zwingend fiir eine effiziente
Zytotoxizitdt vonnoten ist, macht es der Befund, dass cHa-Alb keine DNA-schadigende Wirkung
gezeigt hat, fragwiirdig, ob cHa-Alb-FA nach Rezeptor-vermittelter Aufnahme und anschlieRender
Bestrahlung zytotoxisch ist. Auch hier kdnnen vom Albumin verursachte Quenching Effekte
auftreten. Aber da durch Abbau des Albumins mittels Proteinase K die Phototoxizitdt des B-
Carbolins zumindest teilweise wiedererlangt wurde und sich Teile des endozytotisch
aufgenommenen Konjugates in den Lysosomen wiederfinden, besteht die Moglichkeit, dass sich
durch Albumin-Abbau in den Lysosomen auch in der Zelle eine ausreichend phototoxische Menge
freien cHa’s anreichern lasst. Um dies zu testen wurde ein WST-1 Assay mit KB Zellen zur
Bestimmung der Zellviabilitdit durchgefiihrt. Die Zellen wurden Uber Nacht kultiviert und
anschlieRend mit aufsteigenden Konzentrationen von cHa-Alb, cHa-Alb-FA und freiem cHa in PBS
flir 90 min bei 37° C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, um etwaige
phototoxische Effekte von auen zu vermeiden, und in frischem, Konjugat-freiem Puffer mit UVA
bestrahlt (365 nm, 30 kJ/m?). Nach der Bestrahlung wurde WST-1 Reagenz auf die Zellen gegeben
und der Umsatz des Formazans direkt nach der Schadigung und exakt zwei Stunden spater
bestimmt (siehe Abschnitt 4.4.2). Abb. 5.9 zeigt die Ergebnisse dieses Versuchs. Die aufgetragenen

relativen Werte wurden dabei auf die bestrahlte Kontrolle ohne Substanz bezogen.
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Abb. 5.9: Relative Zellviabilitdt nach Bestrahlung von KB Zellen in Gegenwart von cHa und

dessen Konjugaten. KB Zellen wurden iiber Nacht kultiviert, gewaschen und dann 90 min mit
steigenden Konzentrationen von cHa, cHa-Alb und cHa-Alb-FA in PBS inkubiert. Anschliefiend
wurden die L6sungen abgenommen, die Zellen gewaschen und in reinem PBS mit UVA (365 nm,
30 kJ/m?) bestrahlt. Die Viabilitdt der Zellen nach der Behandlung wurde mittels des WST-1 Assays
bestimmt und gegen die Konzentration aufgetragen. Die Daten sind Mittelwerte aus 3 — 6
unabhdngigen Versuchen (+SD). Die Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test ermittelt (*p > 0,05)
und bezieht sich jeweils auf den korrespondierenden Datenpunkt des Konjugates ohne Folsdure.

cHa und cHa-Alb zeigten im untersuchten Bereich, in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass
cHa-Alb wegen seiner Grof3e nicht in die Zelle eindringen kann und cHa wegen der delokalisierten
positiven Ladung nicht durch die Membran diffundiert, keinerlei Zytotoxizitdt. cHa-Alb-FA
allerdings zeigte nach 90 min Vorinkubation eine moderate, aber signifikante, dosisabhangige
Zytotoxizitat nach Bestrahlung mit UVA (365 nm, 30 kJ/m?), wahrend die Zellviabilitat der
Dunkelkontrolle unverdandert blieb. Diese wurde dquivalent zu den bestrahlten Proben 90 min mit
steigenden Konzentrationen cHa, cHa-Alb und cHa-Alb-FA inkubiert und anschlieBend parallel zu
Bestrahlung 20 min in sauberem Puffer im Dunkeln auf Eis inkubiert. Die Zellviabilitdt der

unbestrahlten Proben ist in Abbildung 5.10 fiir cHa, cHa-Alb und cHa-Alb-FA aufgetragen.
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Abb. 5.10: Zellviabiltit der Dunkelkontrolle nach Behandlung mit cHa und dessen
Konjugaten. KB Zellen wurden (iber Nacht kultiviert, gewaschen und dann 90 min mit steigenden
Konzentrationen von cHa, cHa-Alb und cHa-Alb-FA in PBS inkubiert. AnschliefSfend wurden die
Lésungen abgenommen, die Zellen gewaschen und in PBS 20 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Die
Viabilitdt der Zellen nach der Behandlung wurde mittels des WST-1 Assays bestimmt und gegen die
Konzentration aufgetragen. Die Daten sind der Mittelwert aus 3 unabhdngigen Versuchen (+SD).

Im Vergleich zur Schadeninduktion im PM2 Assay hat die Bestrahlung mit UVA auf die Zellviabilitat
keinerlei Einfluss. Mittelt man die absoluten Werte der Formazan Absorption (abzliglich der
Hintergrundabsorption) der Dunkelkontrolle ohne Substanz und der bestrahlten Zellen ohne

Substanz erhalt man folgende, in Tabelle 5.4 aufgelisteten Werte.

Tab. 5.4: Gemittelte Formazan-Absorption der Kontrollen aus allen gezeigten WST-1
Assays. Verwendet wurden alle Absolutwerte der Formazan Absorption (abziiglich der
Hintergrundabsorption) ohne Konjugat mit und ohne Bestrahlung. (n > 30; £5D)

bestrahlt 0,54 0,15
Dunkelkontrolle 0,54 0,17

Die ermittelte Zytotoxizitdat, die in Abbildung 5.9 aufgetragen ist, wurde direkt nach der
Schadigung bestimmt. Deswegen wird moglicherweise nur die Nekrose gemessen und der Anteil
der Apoptose an der zytotoxischen Wirkung wurde nicht oder nicht vollstandig detektiert. Um
dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, wurde ein weiterer Zytotoxizitatstest durchgefihrt.
Die Schadigung wurde hierbei analog zu den Versuchen aus Abbildung 5.9 durchgefihrt. Allerdings

wurden die Zellen anschlieRend fiir 24 h bei 37° C weiter kultviert und erst dann die Zellviabilitat
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mittels WST-1 Reagenz bestimmt. Die daraus resultierenden Ergebnisse wurden in Abbildung 5.11

aufgetragen.
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Abb. 5.11: Relative Zellviabilitéiit nach Bestrahlung und anschlieflender Inkubation von KB
Zellen in Gegenwart von cHa und dessen Konjugaten. KB Zellen wurden (liber Nacht kultiviert,
gewaschen und dann 90 min mit steigenden Konzentrationen von cHa, cHa-Alb und cHa-Alb-FA in
PBS inkubiert. Anschlieffend wurden die Lésungen abgenommen, die Zellen gewaschen und in
reinem PBS mit UVA (365 nm, 30 ki/m?) bestrahlt. Die Viabilitédt der Zellen wurde 24 h nach der
Behandlung mittels des WST-1 Assays bestimmt und gegen die Konzentration aufgetragen. Die
Daten sind der Mittelwert aus 3 unabhéingigen Versuchen (+SD). Die Signifikanz wurde mittels
Student’s t-Test ermittelt (*p > 0,05) und bezieht sich jeweils auf den korrespondierenden
Datenpunkt des Konjugates ohne Folsdure.

Wie bereits in den vorangegangenen Versuchen war auch in diesem Experiment eine moderate
aber signifikante Toxizitat des Folsdure-gekoppelten Konjugates zu erkennen wahrend das
Konjugat ohne Folsdure und das frei B-Carbolin keine zytotoxische Wirkung zeigten. Der Effekt ist
vergleichbar mit der Zytotoxizitdt, die direkt nach der Schadigung gemessen wurde. Diese
Ergebnisse sind auf verschiedene Wiesen zu interpretieren. Hierauf wird in der Diskussion

detailliert eingegangen.

Um zweifelsfrei zu kldaren, ob es sich bei der von cHa-Alb-FA verursachten Zytotoxizitat tatsachlich
um einen FRa vermittelten Effekt handelt, wurde vergleichbar mit den mikroskopischen
Experimenten aus Abschnitt 5.1.1.2 wiederum ein Kompetitionsversuch durchgefiihrt, bei dem

das Konjugat (20 uM) in An- und Abwesenheit von 1 mM Folsdure verschieden lang vorinkubiert
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wurde. Die Folsdure soll hierbei mit dem Konjugat um den Rezeptor konkurrieren und die
Aufnahme des Konjugates verhindern, wie es bereits im Mikroskopieversuch in Abbildung 5.5
gezeigt wurde. Nach der Vorinkubation wurden die Zellen gewaschen, um etwaige phototoxische
Effekte von aullen zu vermeiden, und in sauberem, Konjugat-freiem Puffer mit UVA bestrahlt
(365 nm, 30 kJ/m?). Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 5.12 aufgetragen. Die relativen Werte

sind auch hier wieder auf deren korrespondierende bestrahlte Kontrolle ohne Substanz bezogen.
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Abb. 5.12: Relative Zellviabilitéit nach Bestrahlung von KB Zellen in Gegenwart von cHa-Alb-
FA in An- und Abwesenheit von Folsdure. KB Zellen wurden lber Nach kultiviert, gewaschen und
fiir verschieden lange Inkubationszeiten mit 20 uM cHa-Alb-FA in An- und Abwesenheit von 1 mM
Folsdure inkubiert. AnschliefSend wurden die L6sungen abgenommen, die Zellen gewaschen und in
PBS mit UVA (365 nm, 30 kJ/m?) bestrahlt. Die Viabilitdt der Zellen nach der Behandlung wurde
mittels des WST-1 Assay bestimmt. Die relative Viabilitéit errechnet sich aus der bestrahlten
Kontrolle ohne cHa-Alb-FA. Die Daten sind der Mittelwert aus 2 —6 unabhdngigen Versuchen (+SD).

Bei der Inkubation mit cHa-Alb-FA in Abwesenheit von Folsdure sieht man, dass die Zellviabilitat
nach 90 min Vorinkubation niedriger ist als nach 30 min Vorinkubation. Dieser Befund deckt sich
mit den Ergebnissen der Mikroskopie-Versuche aus Abbildung 5.3, da bereits dort eine
zeitabhangige Anreicherung des Konjugates in der Zelle gezeigt wurde (siehe Abschnitt 5.1.1.2).
Bei einer langeren Vorinkubationszeit ist aber keine weitere Verstarkung der Zytotoxizitat mehr
zu erkennen. Fiihrt man die Vorinkubation der Zellen mit Konjugat in Gegenwart eines Folsdure-
Uberschusses durch, kommt es zu (iberhaupt keiner licht- oder zeitabhingigen Zytotoxizitit. Dies

lasst den Schluss zu, dass die gefundene lichtabhdngige Zytotoxizitdt von cHa-Alb-FA tatsachlich
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FRa vermittelt ist. Da es sich bei den blauen Balken in Abb. 5.12 nur um zwei unabhdngige
Versuche handelt, war eine statistische Auswertung der Einzelpunkte nicht sinnvoll. Deswegen
wurde eine Multiregressionsanalyse durchgefiihrt, die fiir den Einfluss von Folsdure auf die

Zytotoxizitat einen hochsignifikanten p-Wert von 0,004 ergab.

Nach den Kompetitionsversuchen mit Folsdure wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt, um
die spezifische, Rezeptor-vermittelte Aufnahme zu bestadtigen. Hierfir wurde ein weiterer
Zellviabilitatsassay mit HaCaT Zellen durchgefiihrt. Diese spontan immortalisierten menschlichen
Keratinozyten exprimieren so gut wie keine Folsdure-Rezeptoren (siehe [88] und Abbildung 5.28).
Das Experiment wurde analog zu den Experimenten, die in den Abbildungen 5.9 und 5.10

aufgetragen sind, durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Ergebnisse sind in Abbildung 5.13

aufgetragen.
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Abb. 5.13: Zellviabiltiit von HaCaT Zellen nach Behandlung mit cHa und dessen Konjugaten.
HaCaT Zellen wurden iiber Nacht kultiviert, gewaschen und dann 90 min mit 20 uM cHa, cHa-Alb
und cHa-Alb-FA in PBS inkubiert. Anschlieffend wurden die Lésungen abgenommen, die Zellen
gewaschen und in PBS mit UVA (365 nm, 30 kJ/m?) bestrahlt oder fiir 20 min auf Eis im Dunkeln
inkubiert. Die Viabilitit der Zellen nach der Behandlung wurde mittels des WST-1 Assay bestimmt.
Die Werte sind auf die jeweils korrespondierende Probe ohne Substanz bezogen. Die Daten sind
der Mittelwert aus 3 unabhdngigen Versuchen (+SD).

Die Ergebnisse aus Abbildung 5.13 zeigen, dass die Bestrahlung von FRa negativen HaCaT Zellen

nach cHa-Alb-FA Inkubation keinen toxischen Effekt hat.
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Somit konnte bewiesen werden, dass cHa-Alb-FA in der Lage ist, FRa vermittelt Zytotoxizitat
auszulosen. Diese wird ausschlieBlich durch Bestrahlung mit UVA verursacht, wahrend das
Konjugat im Dunkeln vollig untoxisch ist. AuRerdem ist die Toxizitdat sowohl dosis- als auch
zeitabhangig. Im Vergleich hierzu werden weder das Konjugat ohne Folsdure noch das frei B-
Carbolin-Derivat in die Zellen aufgenommen, weshalb diese auch mit Bestrahlung vollig untoxisch
sind. Mit Hilfe der verwendeten Albumin-Folsdure-Konjugate konnte somit eine spezifisch FRa-
vermittelte Aufnahme eines Photosensibilisators in FRa (iberexprimierende Zellen erfolgreich
gezeigt werden. Zudem konnte ein spezifischer zytotoxischer Effekt der Photosensibilatoren nach

Bestrahlung mit UVA nachgewiesen werden.
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5.1.2 FRa vermittelte Aufnahme von Tetraphenylporphyrin (TPP) beladenen Dextran-
Partikeln

5.1.2.1 Zytotoxizizazsstudien

Ein weiteres potentielles Transportvehikel fiir Photosensibilisatoren sind Dextran-Partikel. Dabei
handelt es sich um Dextranpolymerketten, deren Lipophilie durch Acetalisierung erhéht wurde
(siehe Abbildung 1.4). Weiterhin wurden diese Dextranpolymere mit Spermin derivatisiert,
wodurch modifizierbare Aminogruppen zur Verfligung stehen. Die lipophilen Dextrane lagern sich
in Emulsion zu Partikeln zusammen. Dabei kdnnen lipophile Substanzen, wie in unserem Fall der
Photosensibilisator Tetraphenylporphyrin (TPP) (siehe Abbildung 1.8), in den Partikel
eingeschlossen werden. AnschlieBend kann mittels Carbodiimid-Reaktion Folsdaure-NHS-
Aktivester hergestellt werden, der an die Aminogruppen an der Oberflache des Partikels bindet.
Die verschiedenen Partikel wurden von unserem Kooperationspartner (Arbeitsgruppe Dr. Wich)
bereitgestellt und im Folgenden auf FRa-vermittelte Photozytotoxizitdt untersucht. Hierfir
wurden mit TPP beladene, Folsdure-gelinkte Partikel (Dex-TPP-FA) in aufsteigender Konzentration
1,5h, 6 h und 24 h in Vollmedium mit KB Zellen inkubiert. Der Versuch wurde in An- und
Abwesenheit von 1 mM Folsaure durchgefiihrt, die als Konkurrent am FRa die erwartete Rezeptor-
vermittelte Aufnahme der Partikel verlangsamen soll. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen
und in reinem, Partikel-freiem PBS mit sichtbarem Licht bestrahlt (15 min, 33 cm; dquivalent zu
338 kJ/m?). Die Zellviabilitdt wurde mittels WST-1 Reagenz bestimmt. Die relativen Werte wurden
jeweils auf die bestrahlte Kontrolle ohne Partikel bezogen. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in

Abb 5.14 aufgetragen.
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Abb. 5.14: Zytotoxizitiit von Dex-TPP-FA Partikeln nach unterschiedlich langer Inkubation
und anschlieender Bestrahlung. KB Zellen wurden liber Nacht kultiviert, gewaschen und dann fiir
1,5h, 6 h und 24 h mit den auf der x-Achse angegebenen Konzentrationen von Dex-TPP-FA in
Vollmedium in Abwesenheit (links) und Anwesenheit (rechts) von Folséure (1 mM) inkubiert.
Anschliefsend wurden die L6sungen abgenommen, die Zellen gewaschen und in PBS mit sichtbarem
Licht bestrahlt (15 min, 33 cm; 338 ki/m?). Die Viabilitdt der Zellen nach der Behandlung wurde
mittels des WST-1 Assays bestimmt. Die Daten sind der Mittelwert aus 3-7 unabhdngigen
Versuchen (+SD).

Aus Abbildung 5.14 (linkes Diagramm) ldsst sich zunachst eine konzentrationsabhangige Abnahme
der Zellviabilitat ablesen. Zusatzlich geht daraus hervor, dass der zytotoxische Effekt mit
steigender Vorinkubationsdauer zunimmt. Allein dieser Befund zeigt, dass es zu einer
zeitabhangigen Anreicherung des toxischen Agens in der Zelle gekommen sein muss. Betrachtet
man im Vergleich dazu den Versuch, bei dem die Vorinkubation mit Dex-TPP-FA gleichzeitig in
Gegenwart von 1 mM Folsaure durchgefiihrt wurde (Abbildung 5.14; rechtes Diagramm), sieht
man auch hier eine steigende Zytotoxizitat mit steigender Vorinkubationszeit. Jedoch ist die
konzentrationsabhangige Zytotoxizitat verglichen mit den Proben ohne Folsdure-Kompetiton
deutlich geringer (rechtes Diagramm). Die zeitabhangige Anreicherung des toxischen Agens in der

Zelle ist in diesem Versuchsaufbau als FRa-vermittelt anzunehmen.

Um mit Sicherheit sagen zu kdnnen, dass die ausgeloste Toxizitdt ausschlieBlich durch TPP

vermittelt wird, wurden als Kontrolle unbeladene Dextran-Partikel (Dex) und unbeladene
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Folsdure-gelinkte Dextran-Partikel (Dex-FA) auf deren Einfluss auf die Zellviabilitat untersucht. Der

Versuchsaufbau war identisch zu dem fiir Abb. 5.14. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.15 aufgetragen.
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Abb. 5.15: Zellviabilitéit nach Dex und Dex-FA Inkubation und anschliefender Bestrahlung.
KB Zellen wurden iiber Nacht kultiviert, gewaschen und dann 1,5 h, 6 h und 24 h mit den auf der x-
Achse angegebenen Konzentrationen von Dex (links) und Dex-FA (rechts) in Vollmedium in An- und
Abwesenheit von Folséure (1 mM) inkubiert. AnschliefSend wurden die Lésungen abgenommen, die
Zellen gewaschen und in PBS mit sichtbarem Licht bestrahlt (15 min, 33 cm; 338 ki/m?). Die
Viabilitit der Zellen nach der Behandlung wurde mittels des WST-1 Assays bestimmt. Die Daten
sind der Mittelwert aus 3-7 unabhéngigen Versuchen (+SD).

Weder Dex (linkes Diagramm) noch Dex-FA (rechtes Diagramm) zeigten nach Bestrahlung im
untersuchten Konzentrationsbereich einen Einfluss auf die Zellviabilitat der KB Zellen. Die vorher
detektierte zeit- und konzentrationsabhangige Zytotoxizitat von Dex-TPP-FA (Abbildung 5.14) wird

also ausschlieflich durch TPP verursacht.

Um sicher zu gehen, dass die gefundene Toxizitdt nur nach Bestrahlung auftritt, wurden Kontrollen

ohne Bestrahlung (Dunkelkontrollen) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.16 dargestellt.
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Abb. 5.16: Zellviabiltit der Dunkelkontrollen nach Behandlung mit Dextran-Partikeln. KB
Zellen wurden iiber Nacht kultiviert, gewaschen und dann 1,5 h (links), 6 h (Mitte) und 24 h (rechts)
mit verschiedenen Konzentrationen von Dex und Dex-FA in Vollmedium sowie in An- und
Abwesenheit von Folséure (1 mM) inkubiert. Anschliefsend wurden die Lésungen abgenommen, die
Zellen gewaschen und in PBS 15 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Die Viabilitit der Zellen nach der
Behandlung wurde mittels des WST-1 Assays bestimmt und gegen die Konzentration aufgetragen.
Die Daten sind der Mittelwert aus 3-7 unabhdngigen Versuchen (£SD).

Unabhdngig von Partikel, Konzentration oder Vorinkubationszeit schwanken alle Werte der
gemessenen Zellviabilitat mit kleinen Abweichungen um 100 % Zellviabilitat (relativ zur Kontrolle
ohne Partikel). Das bedeutet, dass im untersuchten Bereich keiner der untersuchten Partikelarten,
auch nicht die TPP-beladenen, ohne Lichteinfluss einen zytotoxischen Effekt hat. Folglich ist
bewiesen, dass die ausgelOste Zytotoxizitat von Dex-TPP-FA sowohl Rezeptor-vermittelt als auch

lichtabhangig erfolgt.

Zusatzlich zu den bisher gezeigten Kontrollen wurde auerdem TPP-beladenes Dextran ohne
Folsdure (Dex-TPP) untersucht. Da Rezeptor-vermittelte Aufnahme in diesem Fall nicht mdglich
ist, ist nach bisheriger Kenntnis keine Zytotoxizitdt zu erwarten ist. Auch hier war der

Versuchsaufbau unverandert. Die ermittelten relativen Zellviabilitdten sind in Abb. 5.17 gezeigt.
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Abb. 5.17: Zellviabilitit nach Dex-TPP Inkubation und anschliefSender Bestrahlung. KB Zellen
wurden (ber Nacht kultiviert, gewaschen und dannl,5h, 6 h und 24 h mit steigenden
Konzentrationen von Dex-TPP in Vollmedium in Abwesenheit (links) und Anwesenheit (rechts) von
Folsdure (1 mM) inkubiert. Anschliefend wurden die Lésungen abgenommen, die Zellen
gewaschen und in PBS mit sichtbarem Licht bestrahlt (15 min, 33 cm; 338 ki/m?). Die Viabilitét der
Zellen nach der Behandlung wurde mittels des WST-1 Assays bestimmt und gegen die
Konzentration aufgetragen. Die Daten sind der Mittelwert aus 3-7 unabhéngigen Versuchen (£SD).

Das erhaltene Ergebnis entspricht nicht den Erwartungen. Die Partikel ohne Folsdure auf der
Oberflache zeigen nach Bestrahlung starke dosisabhangige Zytotoxizitat (linkes Diagramm), deren
Maximum schon nach erheblich kiirzerer Vorinkubationszeit erreicht ist, als bei den Partikeln mit
Folsdure auf der Oberflache. Selbstverstandlich steht dieser Effekt nicht im Zusammenhang mit
dem FRa, wie auch im Versuch mit Folsdure-Uberschuss bestatigt wurde (rechtes Diagramm).
Auch bei Kompetition am Rezeptor zeigt sich dasselbe Ergebnis. Wie in Abb 5.16 bereits gezeigt
wurde haben auch diese Partikel im Dunkeln keinerlei toxisches Potential. Das bedeutet, dass sich
das phototoxische TPP aus den verwendeten Partikeln sehr schnell auf einem
rezeptorunabhangigen Weg in den Zellen anreichert. Zum einen besteht die Moglichkeit, dass das
sehr lipophile Molekil ohne die hydrophile Schale aus Folsdure leichter in benachbarte
Zellmembranen diffundieren kann, wodurch schnell unspezifische Phototoxizitdt ausgelost
werden wiirde. Eine andere Moglichkeit ist, dass die Partikel wegen ihres kationischen Charakters
Uber einen unspezifischen Endozytoseweg aufgenommen werden [33], wahrend bei Dex-TPP-FA

die freien Amine auf der Oberflache weitgehend abgesattigt sind. Um dieser Frage auf den Grund
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zu gehen, wurden TPP beladene Partikel aus acetalisiertem Dextran ohne Spermin-Modifikation
hergestellt. Diese wurden mit den Spermin-modifizierten verglichen. Um diese beiden
unterschiedlichen Partikel in Bezug auf die TPP-Anreicherung und daraus folgende Zytotoxizitat
vergleichen zu kénnen, wurde hier auf die TPP-Konzentration und nicht auf die Konzentration der
Partikel normiert. Diese wurde fluorimetrisch in DMF ermittelt und ist in Tabelle 5.5 gezeigt. In
diesem Versuch werden zwei verschiedene Dex-TPP Partikel miteinander verglichen, deswegen
wird fiir den folgenden Abschnitt auf folgende Kurznamen zuriickgegriffen: Spermin-modifizierte

Partikel = SpAcDex-TPP; nicht modifizierte Partikel = AcDex-TPP.

Tab. 5.5: TPP-Konzentration in den verschiedenen Dextran-Partikeln
SpAcDex-TPP 1 mg/mL 7,6 UM
AcDex-TPP 1 mg/mL 5,4 uM

KB Zellen wurden auch hier wieder fiir 1,5 h und 24 h mit aufsteigenden Konzentrationen der
Partikel inkubiert, anschlieRend gewaschen und in PBS mit sichtbarem Licht bestrahlt. Die

Ergebnisse des darauf folgenden WST-1 Assays sind in Abb. 5.18 zu sehen.
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Abb. 5.18: Zellviabilitit nach Inkubation und Bestrahlung mit TPP-beladenen SpAcDex- und
AcDex-Partikeln. KB Zellen wurden iiber Nacht kultiviert, gewaschen und dann 1,5 h (links) und
24 h (rechts) mit steigenden Konzentrationen von SpAcDex-TPP und AcDex-TPP in Vollmedium in
An- und Abwesenheit von Folsédure (1 mM) inkubiert. Anschliefend wurden die Lésungen
abgenommen, die Zellen gewaschen und in PBS mit sichtbarem Licht bestrahlt (15 min, 33 cm;
338 klj/m?). Die Viabilitidt der Zellen nach der Behandlung wurde mittels des WST-1 Assays
bestimmt und gegen die Konzentration aufgetragen. Die Daten sind der Mittelwert aus 2
unabhdngigen Versuchen (+SD).

Die Ergebnisse flir SpAcDex-TPP aus den vorangegangenen Versuchen wurden durch diesen
Versuch bestatigt. Da die hier verwendeten Konzentrationen fast identisch sind zu den
Konzentrationen aus den anderen Versuchen, sind die Ergebnisse direkt vergleichbar. AcDex-TPP
zeigt im untersuchten Konzentrationsbereich gleichzeitig Gberhaupt keine Zytotoxizitat. Folglich
kann Diffusion als Ursache fiir die schnell auftretende Toxizitdt ausgeschlossen werden.
Stattdessen ist anzunehmen, dass die kationischen SpAcDex-TPP Partikel sehr schnell durch
unspezifische Endozytose aufgenommen werden bis die Zellen damit abgesattigt sind, wahrend
die ungeladenen AcDex-TPP Partikel nicht in die Zelle eindringen kénnen und deshalb keinerlei

lichtinduzierte Zytotoxizitat im untersuchten Konzentrationsbereich vermitteln.
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5.1.2.2 Mikroskopische Untersuchung der Zellaufnahme von TPP-beladenen Dextran-

Partikeln

Um die unterschiedliche Aufnahme der verschiedenen Partikel in die Zellen naher zu
charakterisieren, wurde ein Mikroskopie-Versuch durchgefiihrt. Hierfiir wurden KB Zellen jeweils
mit 10 pg/mL SpAcDex-TPP, SpAcDex-TPP-FA und AcDex-TPP in Medium versehen und fir 30 min,
90 min oder 6 h inkubiert. In diesem Konzentrations- und Inkubationsbereich war in den
vorangegangenen Studien bereits deutliche lichtabhangige Zytotoxizitdit der Spermin-
modifizierten Partikel sichtbar, wahrend die Partikel ohne Spermin keine Toxizitat zeigten. Nach
erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit PFA (4 %) fixiert und unter dem nicht-konfokalen
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Zellen wurden auBerdem mit DAPI gefarbt, um den Kern

sichtbar zu machen. (Siehe Abbildung 5.19)
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Abb. 5.19: Mikroskopische Untersuchung der Aufnahme verschiedener Dextran-Partikel in
KB Zellen. KB Zellen wurden auf Deckglasern kultiviert und unterschiedlich lang mit 10 pg/mL
Losungen von SpAcDex-TPP, SpAcDex-TPP-FA und AcDex-TPP inkubiert. Bei der Kontrolle handelt
es sich um unbehandelte Zellen. AnschlieBRend wurden die Zellen gewaschen und mit PFA (4 %)
fixiert. Fotografiert wurden die Zellen mit Hilfe eines nicht-konfokalen Eclipse E400
Fluoreszenzmikroskops. Zu sehen sind die Fluoreszenz von DAPI (blau) und die Fluoreszenz von
TPP (rot).
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In der Abbildung ist zu erkennen, dass sich bei den Spermin-modifizierten Partikeln die TPP
Fluoreszenz mit steigender Vorinkubationszeit in der Zelle anreichert, wahrend nach Inkubation
mit Partikeln ohne Spermin keine TPP Fluoreszenz in den Zellen zu sehen ist. Die Folsdure
gekoppelten Partikel flihren dabei zu einer langsameren Akkumulation als die kationischen
Partikel ohne Folsdure. Die hier gezeigten Ergebnisse decken sich mit den Befunden aus den
Zytotoxizitdtsstudien, da die Partikel ohne Folsdure Kupplung schneller zu signifikanter

lichtabhangiger Zytotoxizitat geflihrt haben, als die Partikel mit Folsdure Kupplung.

Auch wenn die Auflésung des hier verwendeten Mikroskops nicht so hoch ist, wie in den
vorangegangen Versuchen in Abschnitt 5.1.1.1, ist deutlich zu erkennen, dass die Fluoreszenz
innerhalb der Zelle in abgegrenzten Kompartimenten vorliegt. Wéhrend sie nach Folsaure-
vermittelter Aufnahme geordnet in Vesikeln entlang der Oberflache auftritt, scheint die Verteilung

in der Zelle nach unspezifischer Endozytose eher diffus zu sein.

5.1.2.3 Durchflusszytometrische Untersuchung der Zellaufnahme von TPP-beladenen

Dextran-Partikeln

Zusatzlich zur Visualisierung der intrazelluldren TPP-Fluoreszenz unter dem Mikroskop sollte eine
Quantifizierung der Aufnahme mittels Zytometrie erfolgen. Hierfiir wurden KB Zellen jeweils mit
10 pg/mL SpAcDex-TPP, SpAcDex-TPP-FA und AcDex-TPP in Medium versetzt und fiir 30 min,
90 min oder 6 h inkubiert. AnschlieBRend wurden die Zellen abgeldst, vereinzelt und mit PFA (4 %)
fixiert. Die Anregung der TPP Fluoreszenz erfolgte im Durchflusszytometer mit einem Laser mit
einer Wellenldnge von 488 nm. Die bestimmte mittlere Fluoreszenz in den Zellen (670 nm LP) ist

in Abbildung 5.20 aufgetragen.
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Abb. 5.20: Durchflusszytometrische Untersuchung der Aufnahme verschiedener Dextran-
Partikel in KB Zellen. KB Zellen wurden unterschiedlich lang mit 10 ug/mL Losungen von SpAcDex-
TPP, SpAcDex-TPP-FA und AcDex-TPP inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen abgeldst,
vereinzelt und mit PFA (4 %) fixiert. A: Histogramm: Counts (Zellzahl) gegen FL3 (Emission 670 nm
LP). Beriicksichtigt wurde die Hauptpopulation im forward scattering (FSC: GroRe der Zellen)
gegen aufgetragen gegen das sideward scattering (SSC: Granularitat der Zellen). B: Mittlere
Fluoreszenz aufgetragen gegen Vorinkubationszeit.

Die Ergebnisse, die mittels Durchflusszytometrie erhoben wurden, bestatigen die Ergebnisse aus
den Zytotoxizitatsstudien und der Mikroskopie. Die intrazelluldre Fluoreszenz steigt mit der
Vorinkubation bei SpAcDex-TPP und SpAcDex-TPP-FA an, wahrend die intrazelluldre Fluoreszenz

nach Inkubation mit AcDex-TPP auf dem Niveau der Kontrollzellen bleibt. Bemerkenswert ist, dass
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sich nach Inkubation mit den Spermin-modifizierten Partikeln jeweils zwei Zellpopulationen
bilden. Eine Population bleibt zuerst unverandert und zeigt ungefahr dieselbe Fluoreszenz wie die
Kontrollzellen, wahrend die zweite offenbar bereits TPP aufgenommen hat. Das Gleichgewicht
zwischen diesen Populationen verschiebt sich mit langerer Vorinkubation in Richtung der Zellen,
die eine deutliche intrazelluldare Fluoreszenz aufweisen. Auf mogliche Ursachen dieses Effektes
wird in der Diskussion naher eingegangen. Im Fall der SpAcDex-TPP Partikel sind nach 6 h
annadhernd keine Zellen ohne TPP-Fluoreszenz nachweisbar. Bei den SpAcDex-TPP-FA geht dieser

Prozess Iangsamer von statten.
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5.2 Phototoxizitdt der Folsaure

Wahrend der Studien zur Rezeptor-vermittelten Aufnahme der Folsdure-Konjugate und Partikel
wurde mehrfach mit einem Uberschuss an Folsdure als Konkurrent am FRa gearbeitet. Bei diesen
Versuchen wurde zu Anfang auch in Gegenwart dieses Folsdureliberschusses bestrahlt. Dabei
stieBen wir auf die hohe photochemische Aktivitat der Folsdure und haben diese sowie die parallel

beobachtete Photogeno- und Photozytotoxizitat im Folgenden naher untersucht.

5.2.1 Extrazelluldre DNA schadigende Wirkung von Folsdure

Das Absorptionsmaximum von Folsaure liegt bei 368 nm. Zur Bestrahlung der Proben kénnen also
sowohl eine UVA Lampe mit einem Emissionsmaximum von 365 nm (siehe Abbildung 4.4), als auch
eine Halogenlampe verwendet werden, deren Emissionsspektrum von ca. 340 bis 800 nm reicht.
Aus der Literatur ist bekannt, dass bei der Bestrahlung von Folsdure ROS und weitere photoaktive
Zerfallsprodukte entstehen (siehe Abschnitt 1.3.2) Zur Quantifizierung der durch Folsdure in
Gegenwart von Licht induzierten DNA-Schaden wurde mit beiden Bestrahlungsarten ein PM2
Assay mit steigender Folsdure-Konzentration durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.6.1). Quantifiziert
wurden die direkten Einzelstrangbriiche, die Fpg-sensitiven und die T4-endoV-sensitiven Lasionen
(8-0x0G und AP-Lasionen bzw. Cyclobutanpyrimidindimere CPD und AP-Lasionen; siehe Abschnitt

3.5). Die Ergebnisse sind in Abb. 5.21 aufgetragen.
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Abb. 5.21: PM2-Assay in Gegenwart steigender Folsidure-Konzentrationen. Anzahl

induzierter DNA-Schéden (schwarz: SSB, blau: Fpg-sensitive Ldsionen, violett: T4-endoV-sensitive
Ldsionen) in Gegenwart steigender Folséure-Konzentrationen und (a) UVA Licht (365 nm, 30 kJ/m?)
oder (b) Licht einer Halogenlampe (15 min, 33 cm; 338 kJ/m?). Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert aus 4 — 6 unabhéingigen Versuchen + SD.

Bei beiden Bestrahlungsarten ist ein dosisabhdngiger Anstieg der induzierten Fpg-sensitiven
Lasionen zu beobachten. Da weder SSB noch T4-endoV-sensitive Lasionen gebildet werden, ist
davon auszugehen, dass durch die Behandlung lGberwiegend 8-oxoG gebildet wird. Im Dunkeln
zeigte Folsdure keine DNA-schadigende Wirkung (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis lasst sich
anhand des bekannten Mechanismus der Fotodegradation von Folsaure (siehe Abbildung 1.14 und
[102]) erklaren, da wahrend der Bestrahlung verschiedene ROS entstehen, die DNA oxidieren
konnen. Aus dieser ROS Produktion ergibt sich ein interessanter Aspekt der Photochemie von
Folsdure. Durch die Bestrahlung von Folsdure entsteht unter anderem das Zerfallsprodukt 6-
Formylpterin (6-Fop), das eine hdhere Triplett-Quantenausbeute hat als Folsdure selbst. Dieses
photoaktive Zwischenprodukt reagiert unter Bestrahlung weiter zu 6-Carboxypterin (6-Cap). Dabei
entsteht Wasserstoffperoxid, das einerseits mit umliegenden Molekilen reagieren kann, aber
auch in einer autokatalytischen Reaktion die Degradation von Folsdure zu 6-Fap beschleunigt

(siehe dazu Abschnitt 1.3.2).

Weiterhin wurde ein PM2-Assay mit konstanter Folsdure-Konzentration (20 uM) aber steigernder

Bestrahlungszeit durchgefiihrt. Hierbei ist zu erwarten, dass durch vermehrte 6-Fap Bildung das
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photogenotoxische Potential trotz konstanter Folsdure-Konzentration mit steigender

Bestrahlungszeit exponentiell zunimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.22 aufgetragen.
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Abb. 5.22: PM2-Assay in Gegenwart von Folsdure mit steigender Bestrahlungszeit. Anzahl!
induzierter DNA-Schdden (SSB und Fpg-sensitive Lésionen) in Gegenwart von 20 uM Folsdure und
sichtbarem Licht (33 cm; Bestrahlungszeiten: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 min). Der Versuch wurde in
Abwesenheit und Anwesenheit von Katalase (315 U/mL) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert aus 4 — 6 unabhéingigen Versuchen * SD. Die Signifikanz wurde nach dem
Student’s t-Test berechnet und bezieht sich auf den korrespondierenden Datenpunkt mit Katalase
(*p <0,05).

Es wurde wie erwartet keine lineare sondern eine exponentielle Abhdngigkeit der induzierten Fpg-
sensitiven Lasionen von der Bestrahlungszeit gefunden. Bei kurzen Bestrahlungszeiten ist die
moderate Induktion von 8-oxoG vermutlich noch auf die wenig photoaktive Folsdure
zurlickzufiihren. Mit steigender Bestrahlungszeit entstehen groRere Mengen des photoaktiveren
Zerfallsproduktes 6-Fop, wodurch mehr Schaden induziert werden. Die 6-Fop-Entstehung wird
weiterhin durch die H20,-Bildung in der Reaktion beschleunigt, wodurch die Induktion von 8-oxoG
in Abhangigkeit von der Bestrahlungszeit einen exponentiellen Kurvenverlauf annimmt. Durch
Zugabe von Katalase wurde der Anstieg Fpg-sensitiver Lasionen mit der Bestrahlungszeit
signifikant verlangsamt (siehe Abbildung 5.22), womit der Einfluss des in der Reaktion

entstehenden H,0; auf den Verlauf der Kurve gezeigt werden konnte.
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Nachdem die Anwesenheit von Katalase wahrend der Bestrahlung mit Folsdure einen solch
deutlichen Effekt gezeigt hatte, wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, bei dem der Einfluss
von Katalase, SOD und D,O bei konstanter Bestrahlungszeit (Halogenlampe, 15 min, 33 cm;
338 kl/m?) durchgefiihrt wurden. Dabei zersetzt Katalase anwesendes H,0; und SOD anwesende
Superoxid-Radikale. Singulett-Sauerstoff hat in deuteriertem Wasser (D20) eine etwa 10fach
langere Lebensdauer als in H,0 [113] und kann deswegen mehr Schaden generieren. Durch die
relative Veranderung der entstehenden Fpg-sensitiven DNA-Schaden konnen Riickschliisse auf die
entstehenden ROS gezogen werden. Die Ergebnisse aus den Versuchen mit 10 uM und 20 uM

Folsdure wurden vereinigt und sind in Abb. 5.23 aufgetragen.
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Abb. 5.23: Relativer Fpg-sensitiver DNA-Schaden nach Bestrahlung von Folséure in
Gegenwart von Katalase, SOD und D,0. Folsdure (10 und 20 uM) wurde zusammen mit PM2-DNA
mit sichtbarem Licht bestrahlt (33 cm, 15 min; 338 kl/m?), sowohl in Phosphatpuffer mit und ohne
Katalase (315 U/mL) und/oder SOD (200 ug/mlL), als auch in D,O-haltigem Phosphatpuffer. Die
aufgetragenen Werte beziehen sich auf die Anzahl der durch Folséure allein unter den
Bestrahlungsbedingungen induzierten Fpg-sensitiven Ldsionen. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert aus 6 unabhdngigen Versuchen + SD. Die Signifikanz wurde nach dem Student’s t-Test
berechnet (***p < 0,005).

Im Einklang mit dem oben beschriebenen Mechanismus der Schadensinduktion ist zu erkennen,
dass die induzierten Fpg-sensitiven Schaden in Gegenwart von Katalase und/oder SOD signifikant
erniedrigt sind. Das bestatigt die Annahme, dass bei der Photodegradation von Folsdure in groRem
Male H,0,, aber auch Superoxid-Radikale und O, entstehen. Diese werden durch die

Anwesenheit der Enzyme zersetzt und es kommt zu geringerer Schadensinduktion. DO zeigt



5 Ergebnisse 87

hingegen keinen Effekt, was die Beteiligung von Singulett-Sauerstoff bei der DNA-Schadigung

durch Folsaure ausschlief3t.

5.2.2 Zytotoxizitdt von Folsaure

Um auch die intrazelluldre, phototoxische Wirkung von Folsdure zu charakterisiere, wurden
Zytotoxizitatsstudien durchgefiihrt. Dafiir wurden KB-Zellen verwendet, die den FRa in hohem
MaRe exprimieren. Diese wurden 15 min lang in Gegenwart steigender Folsaure-Konzentrationen
inkubiert und anschliefend bestrahlt. Da in den zellfreien Versuchen beide Bestrahlungsarten gute
Ergebnisse geliefert haben, wurde wegen der einfacheren Handhabung bei den
Zytotoxizitatsstudien die Halogenlampe verwendet. Die Bestrahlung wurde in dieser
Versuchsreihe in Gegenwart der Inkubationsldsungen durchgefiihrt. Da Folsaure auch oberhalb
von 368 nm absorbiert, wurde aullerdem getestet, wie viel Einfluss Licht oberhalb von 400 nm auf
die Photoaktivitat der Folsaure hat. Hierfiir wurde der Versuch in An- und Abwesenheit eines Cut-
Off-Filter durchgefiihrt, der nur Licht oberhalb von 400 nm passieren lasst. Zusatzlich wurde die
unbestrahlte Dunkelkontrolle mitgefiihrt und im Diagramm aufgetragen. Als Endpunkt wurde die

Proliferation nach 72 h bestimmt und die Ergebnisse in Abb. 5.24 abgebildet.
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Abb. 5.24: Zellproliferation nach Bestrahlung in Gegenwart von Folséure. Aufgetragen ist

der Proliferationsfaktor der Zellen 72 h nach der Bestrahlung gegen die Folsdure-Konzentration.
Die Zellen wurden 48 h kultiviert, dann mit den Folsdure-Lé6sungen versehen und mit der
Halogenlampe (33 cm, 15 min; 338 ki/m?) mit und ohne Cut-Off-Filter bestrahlt. 72 h nach der
Bestrahlung wurde der Proliferationsfaktor bestimmt. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert aus 3 unabhdngigen Versuchen + SD. Die Signifikanz wurde nach dem Student’s t-Test
berechnet und bezieht sich auf den korrespondierenden Datenpunkt ohne Filter (*p < 0,05).

Ohne Filter war eine dosisabhangige Phototoxizitdt zu erkennen, die durch die Anwesenheit des
Filters signifikant verringert wurde. Erst bei sehr hohen Folsdure-Konzentrationen trat hier eine
sichtbare Zytotoxizitdt ein. Ohne Bestrahlung zeigte die Folsdure keinen zytotoxischen Effekt. Das

bedeutet, dass fiir die Photoaktivitdt der Folsdure hauptsachlich UVA Strahlung verantwortlich ist.

Im Folgenden sollte festgestellt werden, ob die lichtinduzierte Zytotoxizitat der Folsdure durch
extra- oder intrazelluldre Schadigung verursacht wurde. Hierflir wurde der Versuch in
Abwesenheit und Anwesenheit von Katalase (315 U/mL) im Bestrahlungsmedium wiederholt.
Katalase setzt H,0; in Wasser und Sauerstoff um. Da das Enzym die Zellmembran nicht passieren
kann, wird ausschlieRlich extrazellulares H,0O, entfernt. Des Weiteren wurden Versuche mit dem
Dihydrofolatreduktase (DHFR)-Inhibitor Metothrexat (MTX) durchgefiihrt. Da Folsdure
intrazelluldr sehr schnell metabolisiert wird (siehe Abbildung 1.12), wird auf dieses Hilfsmittel
zurlickgegriffen, um den Effekt intrazellularer, nicht metabolisierter Folsdure auf die
lichtabhangige Zytotoxizitat zu untersuchen. Hierfir wurden die Zellen zuerst 1 h mit 100 uM MTX
inkubiert, bevor die Bestrahlungslosungen (Folsdure + Katalase) hinzugegeben wurden. Wahrend

der Bestrahlung befand sich kein MTX auf den Zellen, da es selbst ahnlich photoaktiv wie Folsdure
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ist. Auch hier wurde als Endpunkt zum einen die Proliferation nach 72 h und zusatzlich die
Zellviabilitat direkt nach der Bestrahlung, mithilfe des WST-1 Assays bestimmt. Die Ergebnisse

dieser Versuche sind in Abb. 5.25 gezeigt.
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Abb. 5.25: Zellproliferation und Viabilitit nach Bestrahlung in Gegenwart von Folsdure.
a) Aufgetragen ist der Proliferationsfaktor der Zellen nach 72 h gegen die Folséure-Konzentration.
Die Zellen wurden erst 48 h und kultiviert, dann mit den Folséure-L6sungen versehen, 15 min bei
37° C inkubiert und mit der Halogenlampe (33 cm, 15 min; 338 kJ/m?) bestrahlt. Nach 72 h wurde
der Proliferationsfaktor bestimmt. b) Aufgetragen ist die Zellviabiltét direkt nach der Bestrahlung
gegen die Folséure-Konzentration. Die Zellen wurden erst 24 h kultiviert, dann mit den Folsdure-
Lésungen versetzt, 15 min bei 37°C inkubiert und mit der Halogenlampe (33 cm, 15 min;
338 ki/m?) bestrahlt. Die Werte wurden relativ zu den Kontrollwerten (bestrahlt ohne Folséure)
bestimmt. Es wurden jeweils Lésungen mit Folsdure, Folséure + Katalase (315 U/mL) und Folséure
+ Katalase (315 U/mL) + MTX (100 uM) eingesetzt. MTX wurde 1 h vor der Bestrahlung zu den
Zellen gegeben. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert aus 3 - 6 unabhdngigen Versuchen
+ SD.

Die Zytotoxizitat von Folsdure ist nach Bestrahlung mit sichtbarem Licht bei beiden gemessenen
Endpunkten (Proliferation und Zellviabilitat) vergleichbar. Durch Anwesenheit von Katalase in den
Bestrahlungslosungen wurde dieser zytotoxische Effekt in beiden Fallen sehr stark reduziert, wenn
nicht sogar komplett verhindert. Da Katalase nicht in die Zelle eindringen kann und deshalb nur
extrazellulares H,O, abfangt, kann man aus diesem Befund schlieBen, dass die beobachtete

lichtabhadngige Zytotoxizitdt von Folsaure durch extrazelluldr produzierte ROS zustande kommt,
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die die Zellen von auRRen beschadigen. Folsdure wird nach Aufnahme in die Zelle sehr schnell von
der hochaffinen DHFR zu Tetrahydrofolsdure (THF) metabolisiert (siehe Abbildung 1.12), wodurch
sie ihre Aromatizitdt und somit auch die Photoaktivitdt verliert. Durch Inhibition der DHFR durch
MTX konnte keine gesteigerte Zytotoxizitat, verglichen mit den Werten ohne MTX-Vorinkubation,
gezeigt werden. Es konnte trotz DHFR-Inhibition offenbar nicht genug unmetabolisierte Folsdure
in der Zelle angereichert werden, um einen zytotoxischen Effekt auszulésen. Allerdings wird durch
MTX die Proliferation leicht gehemmt, wie in Abb. 5.25a am niedrigeren Proliferationsfaktor der
bestrahlten Kontrollzellen mit MTX-Vorinkubation, verglichen mit den bestrahlten Kontrollzellen

ohne MTX-Vorinkubation, zu erkennen ist (siehe Datenpunkte auf der Ordinatenachse).

5.2.3 Intrazellulare DNA schiadigende Wirkung von Folsdure

Um die DNA-schadigende (also genotoxische) Wirkung von Folsdure unter Bestrahlung in Zellen
zu untersuchen, wurden Versuche mit der alkalischen Elution durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.6.2).
Hierflir wurden die Zellen tiber Nacht kultiviert, bevor sie mit den jeweiligen Inkubationslésungen
versehen wurden. Auch bei diesen Versuchen wurde wegen der einfacheren Handhabung die
Bestrahlung mit der Halogenlampe durchgefiihrt. Nach Vorinkubation und Bestrahlung (15 min,
33 cm; 338 kJ/m?) wurden die Zellen abgeldst und jeweils 1 Mio. auf jede Filterspur aufgetragen.
Die Zellen wurden lysiert, die DNA mit Fpg inkubiert und die resultierenden DNA-Stiicke eluiert.
Die Quantifizierung der Schaden erfolgte mittels Bisbenzimid Fluoreszenz in den einzelnen

Elutionsfraktionen.

Zuerst wurden KB Zellen 15 min mit steigenden Folsdure-Konzentrationen in PBS inkubiert und
anschlieRend in Gegenwart der Inkubationslosungen ohne Cut-Off Filter bestrahlt. Die Ergebnisse

dieser Versuche sind in Abb. 5.26 gezeigt.
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Abb. 5.26: Induktion intrazelluldirer DNA-Schéiden durch Bestrahlung in Gegenwart von
Folsdure. KB-Zellen wurden iber Nacht kultiviert, 15 min lang mit verschiedenen Folséure-
Konzentrationen in PBS inkubiert und anschlieffend mit einer Halogenlampe in Gegenwart der
Folsdure-Lésungen bestrahlt (15 min, 33 cm; 338 ki/m?). Die Zellen wurden abgelést und die
intrazelluléren DNA-Schéden mittels alkalischer Elution bestimmt. Aufgetragen sind die
induzierten Ldsionen (SSB und Fpg-sensitive LAsionen) pro 1 Mio. Basenpaaren gegen die
Folsdurekonzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 4 unabhdngigen Versuchen (+SD).

Mit steigender Folsdaure-Konzentration ist ein deutlicher Anstieg der SSB zu erkennen, wahrend
die Anzahl der Fpg-sensitiven Lasionen gleich bleibt. Bei 50 uM Folsdure wurden noch keine
zusatzlichen SSB induziert. Der hier erhaltene Befund deckt sich mit den Daten, die im Abschnitt
5.2.2 fur die Phototoxizitdt der Folsdaure gezeigt wurden. Bei 50 uM wurde nur eine milde
Zytotoxizitdt ausgeldst, entsprechend ist hier noch kein Anstieg der Einzelstrangbriiche zu
erkennen. Bei Dosen, die bereits eine deutliche lichtabhdngige Zytotoxizitdt zeigen (siehe
Abbildung 5.21), konnen die detektierten SSB auch durch Mechanismen erklart werden, die zum
Zelltod fiihren, wie zum Beispiel Apoptose, bei der in grolen Mengen SSB (aber keine oxidierten
Basen) entstehen. Eine weitere Moglichkeit zur Erkldrung der beobachteten SSB ist, dass
extrazellular generiertes H,O0; zur DNA diffundiert und dort in einer Fenton-Reaktion SSB
generiert. Aus diesen Griinden ldsst das beschriebene Ergebnis noch keinen endgiltigen
Rickschluss auf eine DNA-schadigende Wirkung von intrazellularer Folsdure zu. Hierfir wurde der

Versuch unter Zusatz von Katalase wiederholt. Dazu wurden Folsdure-Konzentrationen bis zu
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250 uM eingesetzt, die, wie oben beschrieben, in Gegenwart von Katalase keine signifikante
Zytotoxizitat zeigten (siehe Abb. 5.25.). AuRerdem wurde die DNA-Schadigung nach MTX-
Vorinkubation und anschlieBender Bestrahlung in Gegenwart von Folsdaure bestimmt. Hierfir
wurden die Zellen wie bereits fiir die Zytotoxizitatsversuche (Abbildung 5.24) 1 h lang mit 100 uM
MTX in PBS inkubiert, gewaschen und dann mit den Folsdure-Losungen in Gegenwart von Katalase
bestrahlt. Diese Proben wurden von da an genauso behandelt wie die Proben ohne MTX-
Vorinkubation. Flr eine bessere Einschatzung der Ergebnisse wurden zusatzlich zu den KB Zellen
auBerdem zwei weitere Zelllinien untersucht. Hierflir wurden Zellarten gewahlt, die im
Organismus tatsachlich sichtbarem Licht ausgesetzt sind. M21V/04 Zellen sind Zellen eines
malignen Melanoms. HaCaT Zellen sind eine Zelllinie aus spontan immortalisierten humanen
Keratinozyten (p53 defizient). Die mit diesen drei Zelllinien erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 5.27

zusammengefasst.
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Abb. 5.27: Induktion intrazellulérer DNA-Schdden nach Bestrahlung in Gegenwart von
Folsédure mit und ohne MTX-Vorinkubation. KB-, M2/V/04- und HaCaT-Zellen wurden iiber Nacht
kultiviert. Die Zellen wurden entweder 1 h lang mit 100 uM MTX in PBS vorinkubiert oder in
Medium weiter kultiviert. Dann wurden sie 15 min lang mit verschiedenen Folsdure-
Konzentrationen in PBS inkubiert und anschlieffend mit der Halogenlampe in Gegenwart von
Katalase bestrahlt (15 min, 33 cm; 338 kJj/m?). Die Zellen wurden abgelést und die intrazelluldren
DNA-Schédden mittels alkalischer Elution bestimmt. Aufgetragen sind die induzierten Ldsionen (SSB
und Fpg-sensitive Ldsionen) pro 1 Mio. Basenpaaren gegen die Folsdurekonzentration. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus jeweils 3 — 6 unabhdngigen Versuchen (+SD). Die Signifikanz wurde nach
dem Student’s t-Test berechnet und bezieht sich jeweils auf die korrespondierende Kontrolle, die
ohne Folsdure bestrahlt wurde (*p < 0,05; ***p < 0,005).

Es ist bei allen drei Zelllinien zu erkennen, dass es nach Bestrahlung mit Folsdure keinen
dosisabhangigen Anstieg induzierter SSB gibt, wenn das extrazellular entstandene H,O; durch die
zugesetzte Katalase abgefangen wird. Dies erhartet die Vermutung, dass die SSB, die in den
Versuchen ohne Katalase beobachtet wurden (Abbildung 5.26), durch indirekte, eventuell Zelltod-
assoziierte Mechanismen entstehen. Gleichzeitig ist ein leichter, aber teilweise signifikanter
(bezogen auf die jeweils korrespondierende Kontrolle ohne Folsdure), dosisabhédngiger Anstieg
Fpg-sensitiver Lasionen zu beobachten. Dabei handelt es sich um eine Art von Schaden, der typisch
fiir die direkte Schadigung durch Folsaure (siehe Abbildung 5.21) ist und nicht fir H,0,. Durch die
vorherige Inkubation mit MTX dndert sich die Anzahl der induzierten Schaden in den M21V/04 und
den HaCaT Zellen so gut wie nicht, wahrend in den KB Zellen ein deutlicher Anstieg der Anzahl
oxidierter Basen im Vergleich zu den Proben ohne MTX zu erkennen ist. Durch die Inhibition der

DHFR durch MTX konnte in dieser Zelllinie deutlich mehr unmetabolisierte Folsdure akkumulieren,
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um durch Bestrahlung eine signifikant erhéhte DNA-schadigende Wirkung in Zellen zu
verursachen. Ohne Bestrahlung zeigte in keiner der drei Zelllinien auch die héchsten Folsdure-
Konzentrationen einen Effekt auf die DNA-Schadensinduktion (Daten nicht gezeigt). Der Grund fir
den Unterschied in den untersuchten Zelllinien kénnte eine unterschiedliche Rezeptordichte des
FRa auf der Zelloberflache sein. Deshalb wurde die Rezeptordichte mittels Immunostaining und
darauffolgende Durchflusszytometrie untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.28 dargestellt. Sie

zeigen, dass HaCaT und M21V/04 Zellen im Vergleich zu KB Zellen nur sehr wenig FRa exprimieren.
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Abb. 5.28: Quantifizierung des FRa auf der Zelloberfldiche der verwendeten Zelllinien mittels

Immunostaining. Die Zellen wurden abgeldst und mit einem murinen IgG AK gegen den human
FRa inkubiert, gewaschen und anschliefiend mit einem FITC-markierten goat-anti-mouse 1gG AK
versehen. Nach dem waschen wurden die Zellen mit eiskaltem PFA (4 %) fixiert und die FITC
Fluoreszenz im Durchflusszytometer aufgenommen. Als Kontrolle wurden unmarkierte Zellen und
Zellen, die nur mit dem Sekunddrantikérper behandelt wurden verwendet.

Mit diesem Ergebnis lassen sich die bisherigen Befunde am besten wie folgt interpretieren. In allen
drei Zelllinien werden direkt DNA-Schdaden durch Folsdure und Licht induziert. Die hierfir

verwendete Folsdure kann von den HaCaT und M2IV04 Zellen Uber den reduced folate carrier
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(RFC) aufgenommen werden. Durch die hohe FRa Dichte auf der Oberflache der KB Zellen, kénnen
allerdings gréBere Mengen Folsdure in die Zelle transportiert werden. Auch MTX hat als Folsaure-
Analogon eine hohe Affinitdt zum FRa, wodurch auch dessen Aufnahme durch die Rezeptordichte
beeinflusst wird. Den M2IV/04 und den HaCaT Zellen steht fast ausschlieRlich der RFC zur
Verfligung. Dadurch kdnnen diese zwei Zelllinien in der begrenzten Zeit weder genug MTX, noch
genug unmetabolisierte Folsdure im Zellinneren anreichern, um eine erhéhte DNA-schadigende

Wirkung nach Bestrahlung durch Hemmung der DHFR zu verursachen.

Die in Abbildung 5.27 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass auch ohne Folsdure durch die
Bestrahlung allein DNA-Schaden induziert werden (Datenpunkte auf der Ordinate). Dies wurde
bereits friher fur verschiedene Zellarten beobachtet. Diese wurden aus allen durchgefiihrten
Versuchen gemittelt und sind in Abb. 5.29 dargestellt. In den vorangegangenen Abbildungen
wurden die Daten jeweils abziglich des Hintergrunds (steady state: Gleichgewichtslevel der
Schaden ohne Licht- oder Substanz-vermittelte Induktion) aufgetragen, der jeweils in den
unbehandelten Dunkelkontrolle gemessen wurde. Hier sind die Daten inklusive steady state

gezeigt.

m KB
B M2IV/04
W HaCaT

Lasionen/10° bp

n.d.

Steady state Bestrahlt Bestrahlt nach Bestrahlt in
MTX-Inkubation Gegenwart von
MTX

Abb. 5.29: Fpg-sensitive Schadenslevel der verwendeten Zelllinien ohne Induktion und nach
verschiedenen Behandlungen ohne Folsdure. Aufgetragen ist die Gesamtzahl der Fpg-sensitive
Ldsionen (a) ohne Behandlung (basale Schéiiden; steady state level), (b) nach Bestrahlung, (c) nach
Bestrahlung nach MTX-Vorinkubation und (d) nach Bestrahlung in Gegenwart von MTX. Die
dargestellten Werte sind der Mittelwert aus 5 — 30 unabhdngigen Versuchen (+SD).
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KB Zellen zeigen eine ausgesprochene Unempfindlichkeit gegeniliber der Bestrahlung mit
sichtbarem Licht. Die induzierten Grundschaden durch Licht und Licht + MTX-Vorinkubation
unterscheiden sich nur wenig vom steady state Level. Lediglich die Bestrahlung in Gegenwart von
MTX, die nur bei KB Zellen durchgefiihrt wurde, fiihrte zu einer leichten Erhéhung des Fpg-
sensitiven Schadens. Dies lasst sich dadurch erkldren, dass MTX eine sehr dhnliche Struktur wie
Folsdure hat und deswegen auch eine dhnliche Photoaktivitat aufweist. M2IV/04 hat von den drei
untersuchten Zelllinien den hochsten Fpg-sensitiven steady state Level. AuRerdem kommt es zu
einer deutlichen Schadensinduktion durch die Bestrahlung mit sichtbarem Licht ohne den Einfluss
von Folsdure und/oder MTX. Die relativ zum steady state Level starkste Schadensinduktion durch
sichtbares Licht ist bei den HaCaT Zellen zu beobachten. Deren Lichtempfindlichkeit wurde bereits
publiziert [111]. Die Erklarung fir die sehr unterschiedliche Lichtempfindlichkeit der
verschiedenen Zellen kdnnte entweder an einer unterschiedlichen Konzentration endogener
Photosensibilisatoren, wie zum Beispiel Porphyrin, liegen oder an einer unterschiedlichen
Ausstattung an Antioxidatien. Fir letzteres spricht, dass auch bei der Bestrahlung in Gegenwart
von Folsdure zu erkennen ist, dass bei M21V/04 und HaCaT ohne MTX Vorinkubation ein steilerer

dosisabhédngiger Anstieg Fpg-sensitiver Lasionen zu erkennen war, als bei den KB Zellen.

5.2.4 Mutagenitdt von Folsaure

Nachdem das DNA-schadigende Potential von Folsdure in Gegenwart von Licht nachgewiesen
wurde, stellt sich die Frage, ob damit auch eine signifikante Mutagenitat und damit ein erhohtes
Krebsrisiko verbunden sind. Als besonders empfindlicher Indikator fir Mutagenitat gilt die Bildung
von Mikrokernen (siehe Abschnitt 4.7). Dabei handelt es sich um kleine DNA-Fragmente, die vom
eigentlichen Kern entfernt liegen und mit einer eigenen Kernhiille versehen sind. Die Menge an
Mikrokernen ist ein Mal fir die Mutagenitat. Zum Nachweis von Mikrokernen wurden KB Zellen
wie in den vorangegangen Versuchen mit steigenden Konzentrationen an Folsdure (+ Katalase) in
PBS fur 15 min inkubiert und anschlieBend mit sichtbarem Licht (15 min, 33 cm; 338 ki/m?)
bestrahlt. Teilweise wurde auch hier vor der Folsdure-Zugabe eine Vorinkubation mit MTX (1 h,
100 uM) vorgenommen. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen gewaschen, mit Medium
versehen und fir 24 h (ca. ein Zellzyklus) im Brutschrank kultiviert. AnschlieRend wurden die

Zellen abgelost, im Cytospin auf Objekttrager aufgebracht und in Methanol fixiert. Die DNA wurde
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mit Bisbenzimid angefarbt und die Anzahl der Mikrokerne bestimmt. Das Ergebnis der Mikrokern

Quantifizierung nach Bestrahlung in Gegenwart von Folsdure ist in Abb. 5.30 aufgetragen.
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Abb. 5.30: Induktion von Mikrokernen nach Bestrahlung in Gegenwart von Folséiure mit und
ohne MTX-Vorinkubation. Aufgetragen ist die Anzahl der Mikrokerne (MN) pro 1000 Kerne gegen
die Folsdure-Konzentration. Die Zellen wurden 15 min mit Folséure und Katalase inkubiert und in
diesen Lésungen bestrahlt (15 min, 33 cm; 338 ki/m?). Der Versuch wurde ohne und mit MTX
Vorinkubation (100 uM, 1 h in PBS) durchgefiihrt. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus 3
unabhdngigen Versuchen (+SD). Die Signifikanz wurde nach dem Student’s t-Test berechnet und
bezieht sich jeweils auf die korrespondierende Kontrolle, die ohne Folsdure bestrahlt wurde (*p <
0,05).

Bei der Bestrahlung der Zellen ohne MTX Vorinkubation ist erst bei einer Konzentration von
500 uM Folsaure ein signifikanter Anstieg der Anzahl von Mikrokernen zu erkennen. Diese
Konzentration wurde in der alkalischen Elution bereits nicht mehr eingesetzte (siehe Abbildung
5.27). Bei den Ergebnissen mit MTX Vorinkubation fallt auf, dass bereits die Proben, die ohne
Folsdure bestrahlt wurden, eine erhohte Schadensinduktion haben. Zusatzlich ist nach MTX-
Vorinkubation ein dosisabhangiger Anstieg der Anzahl an Mikrokernen nach Bestrahlung in
Gegenwart von Folsaure zu erkennen. Ohne Bestrahlung zeigten weder Folsdure noch MTX einen
Einfluss auf die Mikrokernbildung. Folsdure fiihrt in hohen Konzentrationen nach Bestrahlung mit
sichtbarem Licht also nicht nur zu einer gesteigerten DNA-schadigenden Wirkung, sondern auch
zu einer gesteigerten Mutagenitat in KB Zellen. Dieser Effekt wurde durch Inhibition des

Folsduremetabolismus noch verstarkt.
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Da es sich bei MTX um einen Antimetaboliten handelt, der die Zellproliferation inhibiert, und die
Zellteilung eine Voraussetzung fiir den Mikrokerntest ist, wurde der Effekt auf die Zellproliferation
durch die angewandte MTX-Vorinkubation getestet. Hierflir wurden Zellen ausgestreut, 6 h
kultiviert und dann entweder 1 h mit MTX in PBS oder reinem PBS inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen wieder mit Medium versehen, im Brutschrank kultiviert, alle 24 h gezahlt und jeweils
der Proliferationsfaktor bestimmt. Die resultierenden Proliferationskurven sind in Abb 5.31

gezeigt.
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Abb. 5.31: Wachstumskurven der verwendeten Zelllinien mit und ohne MTX. KB-, M2IV/04-
und HaCaT-Zellen wurden 6 h kultiviert. Die Zellen wurden entweder 1 h lang mit 100 uM MTX in
PBS in reinem PBS vorkultiviert. AnschliefSend wurden die Zellen mit Medium versehen und alle 24 h
die Zellzahl und der daraus resultierende Proliferationsfaktor bestimmt. Aufgetragen ist der
Proliferationsfaktor gegen die Zeit fiir den gesamten gemessenen Zeitraum (oben) und - in
vergréfsertem Mafistab - die ersten 48 h (unten). Die Ergebnisse sind die Mittelwerte aus 3
unabhdngigen Versuchen (+SD).
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Bei den drei verwendeten Zelllinien ist durch die einstiindige MTX-Inkubation eine deutliche
Proliferationshemmung zu erkennen, die zwischen 24 h und 48 h einsetzt (siehe Abbildung 5.31,
unten). MTX hemmt die Purin-Basen de-novo-Synthese. Ein moglicher Grund fiir die verzogerte
Wirkung von MTX auf das Zellwachstum konnte sein, dass der proliferationshemmende Effekt erst
eintritt, wenn die Speicher fiir die DNA-Basen aufgebraucht sind, deswegen findet bei allen drei
Zelllinien mindestens noch die erste Zellteilung statt. Die Ergebnisse der Mikrokern-

Quantifizierung mit und ohne MTX-Vorinkubation sind deswegen direkt miteinander vergleichbar.
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6 Diskussion

6.1 Folsdure-vermittelte Zellaufnahme von Konjugaten und Partikeln

6.1.1 Albumin-Folsdure-Konjugate fiir die Rezeptor-vermittelte PDT

6.1.1.1 Albumin bildet mit Folsdaure und B-Carbolinen Konjugate fester Stochiometrie

Die Verwendung von Albumin als Transportvehikel fiir die photodynamische Therapie (PDT) hat
viele Vorteile, wie die vernachlassigbare Immunogenitat und die Ausnutzung des EPR Effektes bei
vergleichsweise kleiner GrolRe, aber auch einige Nachteile. Dazu zahlt unter anderem die Fahigkeit
lipophile Substanzen mit hoher Affinitdt unspezifisch iber elektrostatische Wechselwirkungen zu
binden. Deswegen ist es dullerst schwer solche Substanzen kovalent an das Protein zu koppeln
und anschlieBend den nicht-kovalent gebundenen Uberschuss abzutrennen. Die angestrebte
Tumorspezifitat dieses Konjugates wird durch die nicht-kovalent gebundene Fraktion automatisch
gesenkt. Zum einen wirde die Anwesenheit von Molekiilen, die eine dhnliche oder hohere
Plasmaeiweillbindung haben, als der verwendete Photosensibilisator, dazu flihren, dass der
Uberschuss aus den Bindungstaschen des Albumins, den sogenannten Sudlow Sites [114] (siehe
Abbildung 6.1), verdrangt wird und sich unspezifisch verteilt. AuRerdem wiirde sich der lipophile
Photosensibilisator nach kurzer Zeit in jede beliebige Zellmembran umverteilen. Dieses Problem
wurde bereits umfassend untersucht und beschrieben (siehe Diplomarbeit Kathrin Butzbach [38])
und in hier nicht gezeigten Vorversuchen mit Hematoporphyrin bestatigt. Um deshalb eine
vollstandige und einfache Abtrennung freier Photosensibilisatormolekiile zu gewahrleisten, sollte
dieser hydrophil oder sogar geladen sein. Dadurch wird verhindert, dass groRere Mengen nicht-
kovalent an Albumin binden. AuRerdem kann das freie Molekiil nicht in Zellen diffundieren und
dort seine phototoxische Wirkung entfalten. Hierflir wurden in den in dieser Arbeit beschriebenen
Versuchen B-Carbolin-Derivate verwendet, die durch Substitution am aromatischen Stickstoff eine
delokalisierte positive Ladung haben. Wie in Abbildung 5.2 zu erkennen ist, bilden sich nach
Carbodiimid Kupplung Konjugate mit einem bis zwei B-Carbolinen pro Albumin Molekdil. Dies lasst
die Vermutung zu, dass es auf der Oberflache des Albumins nur einen oder zwei Lysin-Reste gibt,
die elektrostatisch fiir das geladene B-Carbolin-Molekiil zuganglich sind. Jedes der Albumin-B-

Carbolin Konjugate bindet durch Carbodiimid Kupplung wiederum 6 — 9 Folsdaure-Molekdile.
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Abb. 6.1: Bindungsstellen am Albumin. Albumin hat zwei Bindungsstellen fiir lipophile
Molekiile, die hochaffin ein breites Spektrum von Substanzen (iber nicht-kovalente
Wechselwirkungen binden kénnen. Diese Bindungsstellen werden nach ihrem Entdecker auch
Sudlow Sites genannt. AufSerdem gibt es spezifische Bindungsstellen fiir verschiedene Metallionen.
(Abbildung iibernommen aus [35])

6.1.1.2 B-Carbolin-beladene Albumin-Folsdure Konjugate werden FRa vermittelt

aufgenommen und gelangen ins Lysosom

In den gezeigten Mikroskopie-Aufnahmen (siehe Abbildung 5.3 — 5.5) ist zu sehen, dass Konjugate
mit Folsdure zeitabhangig in KB Zellen aufgenommen werden, Konjugate ohne Folsdure tun dies
aber nicht. Die Aufnahme kann durch Zugabe grofRer Mengen Folsdure wahrend der Inkubation
gehemmt werden. AuRerdem sieht man teilweise eine Kolokalisation der B-Carbolin-Fluoreszenz

mit den angefarbten Lysosomen.

Die durch den Clathrin-independent carrier (CLIC) Weg vermittelte Endozytose verlauft
Ublicherweise (iber das schnelle Ansduern von GPI-AP enriched endosomal compartments (GEECs)
und anschlieBRendem Recycling der Folsdaure-Rezeptoren. Dieser Mechanismus erklart allerdings
nicht die Befunde dieser Arbeit. Verschiedene Publikationen lieferten bereits Hinweise, dass die
multivalente Bindung und damit einhergehende Quervernetzung mehrerer Folsdure Rezeptoren
(FRa) auf der Zelloberflache zu einer anderen Form der Prozessierung fiihren [21]-[24]. Hier wird
beschrieben, dass die betroffenen endozytotischen Vesikel stattdessen den Caveolin-abhangigen
Endozytose-Weg einschlagen. Hier wird das friihe Endosom langsam angesduert, wodurch es zum

spaten Endosom wird. Dieses verschmilzt mit Lysosomen, wodurch der Inhalt des Endosoms
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lysosomal abgebaut werden kann. Aufbauend auf den Informationen aus der Literatur und den
Ergebnissen dieser Doktorarbeit postulieren wir das in Abbildung 6.2 dargestellte Modell zur

Aufnahme und Prozessierung multivalenter Folsdaure-Konjugate.

Caveolin-abhangige
Endozytose CLIC: ,Clathrin-independent

carrier (z.B. FRa)
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Abb. 6.2: Prozessierung multivalenter Folséiure-Konjugate nach Endozytose. Die Albumin-
Folsdure-Konjugate mit gebundenem 6-Carbolin werden, anders als freie Folséure, nicht liber
GEECs zu Recycling Endosomen transportiert, sondern gehen in den Caveolin-abhéngigen
Endozytoseweg ein und gelangen so nach Ansduerung in Lysosomen.

6.1.1.3 Albumin-Bindung verhindert die DNA-schiadigende Wirkung des B-Carbolins

Wie in Abbildung 5.6 zu erkennen ist zeigen beide B-Carbolin Derivate ein dosisabhdngiges DNA-
schadigendes Potential durch Bestrahlung mit UVA. Das deutlich héhere Schadensausmal}, das
durch cHa ausgelost wird lasst sich anhand der hoheren Triplett-Quantenausbeute dieses
Derivates erkldren. Die Tatsache, dass N,-Carboxyethyl-harmin (cHa) eine 30fach héhere Effizienz
zeigt als N>-Carboxyethyl-norharman (cnHo), obwohl die Triplett Quantenausbeute nur dreimal so
hoch ist, konnte durch die héhere DNA-Bindungskonstante von Harminen verglichen mit
Norharmanen, und folglich einer groReren raumlichen Ndahe zum DNA-Strang, erklart werden.
Diese Ergebnisse decken sich auch mit bereits publizierten Daten anderer Norharman- und

Harmin-Derivate [67]. Anhand Abbildung 5.7 kann geschlossen werden, dass die relevanten

O Albumin oder Dextran
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reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) H.O, und zu einem kleinen Teil Singulett-Sauerstoff sind.
AuBerdem liegt die Vermutung nahe, dass ein grolRer Teil des DNA Schadens durch direkte Triplett-
Triplett-Wechselwirkungen generiert wird. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass dieselbe
Menge cHa an Albumin konjugiert keine DNA-schadigende Wirkung nach Bestrahlung zeigte. Dies
liegt vermutlich daran, dass die Photoaktivitdt des B-Carbolins durch die Anwesenheit des
Albumins gequencht wird. AulRerdem reagieren entstehende ROS bei Bestrahlung durch die
raumliche Nahe wahrscheinlich bevorzugt mit dem Albumin statt mit der DNA. Auflerdem werden
potentielle Triplett-Triplett-Wechselwirkungen dadurch unterbunden, dass das cHa durch
Bindung an das volumindse Albumin keine raumliche Nahe mit der DNA aufnehmen kann. Dass
die Albumin-Bindung die Ursache fir den Riickgang der DNA-schadigenden Wirkung ist, konnte in
Abbildung 5.8 gezeigt werden. Hier wurde das Konjugat mit Proteinase K inkubiert und somit das
Albumin verdaut. Nach anschlieRender Hitzedeaktivierung des Enzyms konnte der schadigende
Effekt teilweise wieder erlangt werden. Ursachen dafiir, warum das cHa anschliefend nicht das
volle Schadigungspotential wiedererlangt hat, konnten sein, dass das Albumin nicht vollstandig
verdaut wurde oder die Proteinase K nicht komplett deaktiviert wurde, wodurch das fir die

Detektion der oxidativen DNA-Schdaden notwendige Fpg Enzym verdaut werden wiirde.

6.1.1.4 B-Carbolin-beladene Albumin-Folsdure Konjugate I6sen nach Bestrahlung FRa

spezifische Zytotoxizitat aus

Die durchgefiihrten Zytotoxizitatsstudien zeigen eine moderate, aber signifikante lichtabhangige
Toxizitat von cHa-Alb-FA nach 90 min Vorinkubation, wahrend cHa-Alb und cHa allein keinerlei
Effekt zeigten (siehe Abbildung 5.9). Dieser toxische Effekt konnte, wie schon bei den
mikroskopischen Untersuchungen, durch Zugabe einer grofen Menge Folsdure als Kompetition
am Rezeptor aufgehoben werden (siehe Abbildung 5.12). AulRerdem zeigt das Konjugat in FRa
negativen HaCaT Zellen ebenfalls keinen Effekt (siehe Abbildung 5.13). Durch das Ergebnis aus den
Studien mit zellfreier PM2 DNA war das lichtinduzierte zytotoxische Potential der Albumin-
Konjugate fraglich. Anhand der ermittelten Ergebnisse aus den Mikroskopie-Studien konnte aber
gezeigt werden, dass Albumin-Folsdure Konjugate nach kurzer Zeit ins Lysosom gelangen (siehe
Abbildung 5.4). Dort wird das Albumin vermutlich, vergleichbar mit den Versuchen mit
Proteinase K, abgebaut und das cHa aus dem Konjugat freigesetzt. Nach Bestrahlung mit UVA kann

das B-Carbolin durch Generierung von ROS sein phototoxisches Potential entfalten (siehe
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Abbildung 5.9). Der Umstand, dass erst ein lysosomaler Abbau stattfinden muss, um einen Effekt
zu erzielen, kann als weiterer Selektionsfilter betrachtet werden, da durch eine Bestrahlung des

Konjugates aufllerhalb der Zielzelle keine Zytotoxizitat zu erwarten ist.

Die in Abbildung 5.9 gezeigten Ergebnisse zeigen die Messung der Zytotoxizitat unmittelbar nach
Bestrahlung. Um sicher zu gehen, dass hier nicht nur die Nekrose der bestrahlten Zellen erfasst
wurde, wurde dasselbe Experiment wiederholt, wobei dieses Mal die Zellvitalitdit 24 h nach
Bestrahlung gemessen und in Abbildung 5.11 aufgetragen wurde. Dabei sollten auch die Zellen
erfasst werden, die erst nach der Bestrahlung durch Apoptose absterben. Das Ergebnis beider
Experimente ist vergleichbar. Dies kann moglicherweise dadurch zustande kommen, dass die
Zellen ausschlieRlich durch Nekrose sterben. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass im WST1 Assay
die apoptotischen Zellen bereits unmittelbar nach der Bestrahlung erfasst werden, da dieser Assay
die Zellvitalitat durch die Aktivitdit mitochondrialer Enzyme determiniert. Kam es durch die
Bestrahlung in Gegenwart des Konjugates zur Induktion von Apoptose ist es durchaus moglich,

dass diese Enzyme zum Zeitpunkt der Messung bereits nicht mehr ordnungsgemal arbeiten.

Der moderate, wenn auch signifikante zytotoxische Effekt von cHa-Alb-FA, der in Abschnitt 5.1.1.4
gezeigt und beschrieben wurde, kdnnte sich in der praktischen Anwendung durchaus als Vorteil
herausstellen, da zwar nur 20 % der Zellen pro Anwendung getdtet wurden, dies aber eine
kontrollierte und saubere Beseitigung der untergegangenen Tumorzellen im Organismus

ermoglichen wiirde und die Gefahr einer liberschieBenden Immunreaktion minimiert wiirde.

6.1.1.5 Potentielle Optimierung des Albumin-Folsdure Systems

Um den Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effekt optimal auszunutzen, sollte das
verwendete Vehikel groRer als 40 kDa sein und der Durchmesser zwischen ca. 10 und 200 nm
liegen. Albumin stellt jedoch einen Sonderfall dar, da es sich zwar am unteren Ende des
erforderlichen GroéBenspektrums befindet, aber eine erhéhte Tumorspezifitdt iber den gp60
Rezeptor besitzt (siehe dazu auch Abschnitt 1.1.2.1). Um in der praktischen Anwendung eine
bessere Effizienz mit Albumin-gekoppelten Photosensibilisatoren zu erreichen, kdnnen aus den
Albumin-Molekiilen Aggregate hergestellt werden, wodurch das gesamte Molekiil grofRer werden
wirde. Dadurch wirde der EPR Effekt besser ausgenutzt werden kénnen. Diese Technik wird

bereits beim Arzneistoff Abraxane® angewandt [39].
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Ein weiterer Punkt, der die Effizienz der untersuchten Albumin-Konjugate verbessern kdnnte, ist
die Optimierung der stochiometrischen Verhaltnisse des verwendeten Photosensibilisators und
der Folsaure. Nachdem die verwendeten B-Carbolin-Derivate an das Albumin gekuppelt waren,
wurde mittels MALDI-TOF-Messungen festgestellt, dass nur maximal zwei B-Carboline pro
Albumin binden. Eine mogliche Erklarung fiir die geringe Zahl gebundenen B-Carbolins am
Albumin ist, dass durch die delokalisierte kationische Ladung nur ein bis zwei Lysin-Reste auf der
Oberflache des Albumins elektrostatisch zuganglich sind, wahrend pro Molekil 6 — 9 Molekiile
Folsdaure gebunden werden konnen. Trotz der schlechten Bindungseffizienz ist die Ladung des
Photosensibilisators zur Vermeidung unspezifischer Effekte durch nicht kovalent gebundene

Photosensibilisator-Molekiile dennoch sehr wichtig.

Es ist auffallig, dass in den gezeigten Daten in Abschnitt 5.1.1.4 nach Erreichen einer bestimmten
Vorinkubationszeit und Konjugat-Konzentration kein weiterer Anstieg in der Zytotoxizitat zu
erkennen ist. Es ist wahrscheinlich, dass die Zellen an diesem Punkt ihre maximale
Aufnahmekapazitat fir das Konjugat erreicht haben und kaum neues Konjugat aufnehmen
kénnen. Wiirde man einen Photosensibilisator finden, der sowohl die oben beschriebenen
Anforderungen erfillt als auch eine hohere Kupplungseffizienz hat, konnten sich mit derselben
Konjugat-Dosis mehr Photosensibilisator Molekiile in der Zelle anreichern. Dadurch wiirde mit
derselben Dosis eine deutlich héhere Effizienz erreicht werden. Eine Moglichkeit dieses Ziel zu
erreichen, ware es den aliphatischen Linker zwischen konjugiertem System und reaktiver
Carboxylgruppe zu verlangern, um die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen dem
geladenen Teil des Molekiils und dem Protein zu minimieren. Des Weiteren kann die Bindung der
Folsdure optimiert werden. Hier geht es weniger, um die Anzahl der Folsdure-Molekile auf dem
Konjugat als um deren Zuganglichkeit. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Verwendung
von Spacermolekiilen zwischen Folsdure und Partikel die Aufnahme-Effizienz erhéhen kann [115].
Die FRa Molekiile auf der Zelloberfliche waren dadurch sterisch besser von mehreren
volumindsen Molekilen gleichzeitig zuganglich, weil sich diese gegenseitig weniger blockieren, als

wenn die Folsaure direkt an den Partikeln gebunden ist.

Trotz notwendiger Optimierungen ist Albumin als Transportvehikel in der Rezeptor-vermittelten

PDT ein vielversprechendes Molekil.
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6.1.2 Folsaure-konjugierte Dextran-Partikel fiir die Rezeptor-vermittelte PDT

6.1.2.1 Folsdure-konjugierte Dextran-Partikel koénnen lipophile Substanzen FRa

spezifisch transportieren

Dextran ist ein Homopolysaccharid, das durch Acetalisierung lipophil gemacht werden kann. Durch
gangige Emulsionstechniken (siehe dazu auch Abbildung 1.4 und 1.5) lagert sich das lipophile
Polymer zu Partikeln definierter GrofRe zusammen, wobei lipophile Substanzen im Inneren
eingeschlossen werden konnen. In unserem Fall wurde der Photosensibilisator
Tetraphenylporphyrin (TPP) verwendet. Des Weiteren sind die fertigen Partikel durch Spermin-
Konjugation auf der Oberflache funktionalisierbar, was hier ausgenutzt wurde, um Folsdure an die
Partikel zu binden. In Abbildung 5.14 wurde die dosisabhangige Photozytotoxizitat durch die TPP-
beladenen und Folsdure-modifizierten Partikel (SpAcDex-TPP-FA) gezeigt. Gleichzeitig wirkten
weder die Partikel ohne TPP noch die unbestrahlten Partikel mit TPP zytotoxisch. Dabei konnte
sowohl eine Konzentrations- als auch Zeitabhangigkeit festgestellt werden. Die Anwesenheit von
Folsdure als Kompetition am Rezeptor flihrte zu einer Verzégerung des Effektes. Dieses Ergebnis
|dsst den Schluss zu, dass die ausgeloste Photozytotoxizitdt von SpAcDex-TPP-FA FRa vermittelt

und damit hoch spezifisch ist.

Ein grolRer Vorteil der verwendeten Partikel ist, dass die Acetalisierung an den Dextranketten bei
niedrigem pH schnell hydrolysiert wird. Dadurch wird das Polymer hydrophil und der Partikel
zerfallt, um seine Ladung freizugeben. Aufbauend auf den Ergebnissen des ersten Abschnittes zum
Thema Albumin-Folsdure Konjugate ist davon auszugehen, dass die Partikel ebenfalls Giber den in
Abbildung 6.2 beschriebenen Endozytoseweg aufgenommen werden. Hierbei wird deren Umfeld
Schritt fir Schritt vom frithen zum spaten Endosom und dann zum Lysosom hin angesauert. Erst
im Laufe dieses Prozesses wird die Ladung des Partikels freigesetzt. Da TPP nicht wasserl6slich ist,
ist nicht zu erwarten, dass das Molekil im physiologischen Umfeld aus dem Partikel heraus
diffundiert, so lange dieser intakt ist. Es ist deshalb bei der Verwendung von SpAcDex-TPP-FA nicht

mit unspezifischer Phototoxizitdt zu rechnen.
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6.1.2.2 Spermin-modifizierte Dextran-Partikel ohne Folsaure-Modifikation

transportieren lipophile Substanzen unspezifisch in Zellen

Da durch die Folsdure-gekoppelten Dextran-Partikel FRa spezifische Zytotoxizitat induziert wurde,
lag die Vermutung nahe, dass dieselben Partikel ohne Folsdure keine Zytotoxizitat vermitteln.
Diese Annahme wurde durch Abbildung 5.17 widerlegt. Es wurde eine deutlich schnellere und
selbstverstandlich auch nicht FRa spezifische Zytotoxizitat induziert. Gleichzeitig wurden Partikel
ohne Spermin-Modifikation mit TPP beladen (AcDex-TPP) und auf die gleiche Weise getestet
(Abbildung 5.18). Wahrend sich die Zytotoxizitdt von SpAcDex-TPP-FA zwischen 1,5 und 6 h
Vorinkubation ca. verdoppelt, ist bei SpAcDex-TPP bereits nach 1,5 h annahernd eine Sattigung
erreicht. Gleichzeitig zeigt AcDex-TPP unter denselben Bedingungen (Normierung auf TPP-
Konzentration) keinerlei lichtinduzierte Zytotoxizitdt. Eine mogliche Erklarung hierfir ist die
Aufnahme der Spermin-modifizierten Partikel Gber unspezifische Endozytose aufgrund deren
kationischen Charakters [33]. Dieser kationische Charakter geht durch die Folsdaure-Kupplung
weitestgehend verloren, da der GroRteil der frei zuganglichen Aminogruppen auf der
Partikeloberflaiche mit Folsdure annahernd abgesattigt ist. Die Partikel, die nicht mit Folsdure
modifiziert wurden, sind wegen ihrer unspezifischen Aufnahme als Kontrolle fiir die Folsaure-
gekoppelten Partikel zwar nutzlos, trotzdem ist es interessant, dass diese Partikel in der Lage sind,
hoch lipophile Substanzen, die sonst absolut nicht bioverfiigbar waren, hocheffizient in Zellen zu

transportieren.

Die Ergebnisse aus den Zytotoxizitatsstudien konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop und
mittels Durchflusszytometrie plausibel gemacht werden. Anhand der Aufnahme der
Fluoreszenzmikroskopie und der Histogramme, die mittels Durchflusszytometrie erhoben wurden,
kann man sehen, dass die TPP-Fluoreszenz in der Zelle bei allen drei Partikel-Arten im gleichen
Mafle zunimmt wie die Zytotoxizitat. Die Histogramme aus der Durchflusszytometrie zeigen den
interessanten Effekt, dass es zwei verschiedene Gruppen von Zellen gibt, die die Partikel
unterschiedlich schnell aufnehmen. Dies gilt sowohl flir SpAcDex-TPP, als auch fiir SpAcDex-TPP-
FA. In beiden Fallen verschiebt sich das Gleichgewicht mit steigender Vorinkubationszeit zur
starker fluoreszierenden Gruppe. Im Fall der Folsdure-modifizierten Partikel ist dieser Effekt leicht
zu erkldren, da die Verteilung und Anzahl des FRa mit dem Zellzyklus zusammenhangt. Deswegen
ist die Aufnahmegeschwindigkeit der Partikel davon abhangig in welcher Zyklusphase sich die Zelle
befindet. Im Fall der unmodifizierten Partikel tritt dieser Effekt trotz der rezeptorunabhangigen

Aufnahme auf. Allerdings ist er weniger ausgepragt. Auch hier kommen Zellzyklus-bedingte
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Unterschiede als Ursache in Frage. Dies miusste jedoch in zukiinftigen Experimenten weiter

untersucht werden.

6.1.2.3 Potentielle Optimierung des Dextran-Partikel Systems

Die Dextran-Partikel zeigen in ersten Versuchen eine deutlich héhere phototoxische Effizienz als
die Formulierung mit Albumin. Bei einer Folsdure-Konzentration von ca. 200 nmol/mg Partikel
kann von ca. 100 — 150 Folsdure-Resten pro Partikel ausgegangen werden. Gleichzeitig
transportiert 1 mg Dextran-Partikel 5,5 —7,5 nmol TPP. Aus der Tatsache, dass 20 ug/mL SpAcDex-
TPP-FA nach 24 h Vorinkubation bereits zu fast vollstandiger FRa-vermittelter Zytotoxizitat filhren
und dieselbe Konzentration ohne vorherige Bestrahlung keinen Effekt zeigt (siehe Abb. 5.16), kann
man schlieen, dass es sich bei den verwendeten Folsdure-modifizierten Dextran-Partikeln um ein

hochpotentes und selektives Transportvehikel handelt.

Ein letztes Problem stellt die positive Ladung des Partikels vor der Folsdaure-Modifikation dar,
wodurch die potentielle Gefahr von unspezifischer Endozytose entsteht. In zukinftigen
Experimenten soll auf ein alternatives Synthese-Verfahren zuriickgegriffen werden, wobei der
Spermin-Spacer umgangen und die Folsdure direkt an das oxidierte Dextran gekuppelt werden
soll. Die Partikel ohne Folsdaure-Modifikation waren dann nicht positiv geladen und wiirden nicht
unspezifisch in die Zellen aufgenommen werden, wie die Experimente mit AcDex-TPP bereits

bewiesen haben.

6.1.3 Partikel-vermittelte PDT

Im Unterschied zur klassischen PDT mit frei vorliegenden Photosensibilisatoren flihrt die Partikel
vermittelte PDT zu einer anderen Form der Photosensibilisator-Aufnahme in die Zellen. Bei der
klassischen PDT gelangt der Photosensibilisator durch Diffusion oder Transporter ins Zellinnere
und beschadigt dort unspezifisch verschiedenste Zellkompartimente und die 3&uBere
Zellmembran. Durch die Rezeptor-vermittelte Aufnahme und den anschlieenden Transport in die
Lysosomen, den die gezeigten Daten belegen, ist nach der Bestrahlung die Wahrscheinlichkeit
sogenannter lysosomal disruption sehr hoch, da die lysosomale Membran durch die entstehenden

ROS oxidiert, geschadigt und permeabilisiert wird. Dies flihrt unter anderem zur Freisetzung von
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Cathepsin und anschlieBender Spaltung des proapoptotischen Proteins Bid wodurch die
apoptotische Kaskade ausgeldst wird [116]. Bei dieser Art des Zelltodes handelt es sich um eine
sehr viel vorteilhaftere Art der Tumorbeseitigung als bei der unspezifischen Nekrose, da ein hoher
Anteil an nekrotischen Zellen zu einer Aktivierung des Immunsystems und folglich zu

Entziindungen im Tumorgewebe fiihren wiirde.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von Photosensibilisatoren in der
Krebstherapie dazu fiihrt, dass der EPR verstarkt wird [117]. Zellen des GefalRendothels scheinen
besonders empfindlich auf Photosensibilisierung zu reagieren, was dazu fihrt, dass die
Fenestrierung der Gefale verstarkt wird. Setzt man in der PDT also einen Nanopartikel als
Transportsystem ein, 16st man mit jeder Bestrahlung einen sich selbst verstarkenden Effekt aus,
da es durch den vergroBerten EPR Effekt auch zu einer vermehrten Anreicherung des
Photosensibilisators im Tumorgewebe kommt [81], [118]. Sowohl die Folsdure gekoppelten
Albumin-B-Carbolin-Konjugate, als auch die TPP-beladenen Dextran-Partikel erfillen durch ihre

GrolRe die Voraussetzungen, um Vorteil aus dieser Besonderheit zu ziehen.

Ein Problem von hochmolekularen Zytostatika-Formulierungen ist die ausgepragte
Hepatotoxizitdt und Nephrotoxizitdt. Sowohl Leber als auch Niere haben fenestrierte GefaRRe
[119], [120] und sind mit einer Vielzahl von Kanalen und Transportern ausgestattet [121]. Dies
fUhrt dazu, dass groRe Molekiile hier hdufiger ins Gewebe Ubertreten, als in anderen Geweben.
Da der zytotoxische Effekt der untersuchten Konjugate und Partikel in der PDT aber erst durch
Bestrahlung verursacht wird, wie in der vorliegenden Arbeit in den Abbildungen 5.10 und 5.16
gezeigt wird, ist eine Anreicherung der untersuchten Molekiile in Leber und Niere aus
phototoxischer Sicht nicht bedenklich. Des Weiteren hilft die Folsdaure Konjugation einer
Anreicherung vorzubeugen, da eine spezielle FRa Untergruppe im Nierenepithel zur Transzytose
fihrt. Dabei wird die Ladung, die durch den Folsaure-Rezeptor in die Zelle aufgenommen wird auf
der basolateralen Seite der Zellen durch Exozytose ausgeschleust, wodurch eine Anreicherung des

Folsdaure-gebundenen Arzneistoffes in den Nierenzellen verhindert wird [25]-[27].

Die Verwendung von Partikeln als Vehikel fiir den eingesetzten Photosensibilisator kann also auf

verschiedene Weisen zu einer erhohten Spezifitat und Effizienz der PDT beitragen.
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6.1.4 Eignung der eingesetzten Photosensibilisatoren

Die Anforderungen an einen perfekten Photosensibilisator fiir die PDT sind Uber die Jahre
erweitert, spezifiziert und teilweise auch modifiziert worden. Die gute Bioverfligbarkeit zum
Beispiel setzt eine gewisse Wasserloslichkeit voraus. Diese Anforderung kann nun durch

Transportsysteme, wie zum Beispiel das hier gezeigte Dextran umgangen werden.

Des Weiteren werden in der PDT Photosensibilisatoren mit moglichst langen
Absorptionswellenlangen eingesetzt. Beide von uns angewandten Photosensibilisatoren weisen
eine zu niedrige Absorptionswellenldange auf, um fiir den Einsatz in der PDT optimal geeignet zu
sein. Um dieses Problem anzugehen, wird intensiv an sogenannten Upconversion Nanopartikeln
geforscht. Dabei handelt es sich um anorganische Substanzen, die in der Lage sind langwelliges
Licht zu absorbieren und mittels Anti-Stokes-Shift kirzer welliges Licht zu emittieren [122]. Durch
die Verwendung von zum Beispiel NaYFsYb3* in Kombination mit Lanthanoiden-Kationen als
Upconversion Plattform kann Licht aus dem nahen infraroten Bereich (NIR Licht) bis hin zum UVA
Bereich verkiirzt werden [123]. Dadurch wird die Penetrationstiefe des NIR Lichts ausgenutzt und
durch Emission der verwendeten Plattform der gleichzeitig verwendete Photosensibilisator
angeregt. Durch Verwendung solcher Upconversion Plattformen kénnen sowohl TPP als auch cHa

fur den Einsatz in der PDT von Interesse sein.

Eine weitere Moglichkeit ist die Zwei-Photonen PDT (2P-PDT). Dabei wird sich zunutze gemacht,
dass manche Photosensibilisatoren in den angeregten Singulett-Zustand gelangen kdnnen, indem
sie sukzessive zwei oder sogar drei Photonen absorbieren [124]. In den {Ublicherweise
durchgefiihrten Quantifizierungsmethoden fiir die Singulett-Sauerstoff Ausbeute und Triplett-
Quantenausbeute wird die durch zwei Photonen photosensibilisierte Generierung von Singulett-
Sauerstoff nicht erfasst. Im Fall von cHa steigt die absolute Triplett-Quantenausbeute durch das

Einbeziehen der Zwei-Photonen Photosensibilisierung deutlich an (unveréffentlichte Daten).
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6.2 Phototoxizitdt der Folsaure

6.2.1 Folsaure ist photozytotoxisch durch extrazellular entstehendes H.0:

Folsdure zeigt nach Bestrahlung mit einer Wellenldnge < 400 nm eine dosisabhdngige
Zytotoxizitat. Wie in Abbildung 5.25 gezeigt wurde, wird diese Zytotoxizitat durch extrazellular
generiertes H,0; ausgel6st. Aus der Literatur ist bekannt, dass Folsaure unter Bestrahlung zu den
ebenfalls photoaktiven Zerfallsprodukten 6-Formylpterin (6-Fop) und im weiteren Verlauf zu 6-
Carboxypterin (6-Cap) reagiert [102]. 6-Fop hat dabei die héchste Triplett-Quantenausbeute und
zerfallt unter der Produktion von H;0: zu 6-Cap (siehe auch Abbildung 1.14). Fangt man dieses
extrazellular generierte H,0; ab kommt es im untersuchten Konzentrationsbereich nicht zu
zytotoxischen Effekten. Dies liegt vermutlich daran, dass intrazellular vorliegende Folsaure schnell
metabolisiert wird, wodurch das Produkt Tetrahydrofolsdure (THF) entsteht, das keine
Photoaktivitdt mehr besitzt (siehe dazu Abbildung 1.13). Auch durch Inhibition dieses
Metabolismus mittels Methotrexat (MTX) wurde in Anwesenheit von Katalase nach Bestrahlung
keine Photozytotoxizitat ausgelost. Vermutlich kann auch durch Inhibition der
Dihydrofolatreduktase (DHFR) intrazelluldr nicht genug unmetabolisierte Folsdure angereichert
werden, um die Zellen durch Licht-induzierte Oxidation so stark zu schadigen, dass der Schaden

zum Zelltod fihrt.

6.2.2 Folsaure ist photogenotoxisch

Mittels PM2 Assay wurde das photogenotoxische Potential der Folsdure zuerst unter zellfreien
Bedingungen untersucht. Es konnte in Abbildung 5.21 gezeigt werden, dass Folsdure
dosisabhangig und lichtinduziert Fpg-sensitive DNA-Lasionen generiert. Da in diesem
Versuchsaufbau die Folsdure nicht durch Metabolisierung inaktiviert wird, sind in dem hier
verwendeten Assay deutlich niedrigere Konzentrationen vonndéten als in den
Zytotoxizitatsstudien. Durch den Einsatz von Katalase, SOD und D;0 im PM2 Assay konnte gezeigt
werden, dass H;0, und Superoxidradikale nur fir einen Teil der oxidativen DNA-
Basenmodifikationen verantwortlich sind. Singulett-Sauerstoff spielt im extrazelluldaren Umfeld

keine Rolle (siehe Abbildung .5.23).
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Eine Besonderheit der Photodegradationsreaktion der Folsdure ist, dass das entstehende H,0, im
zweiten Reaktionsschritt den ersten Reaktionsschritt beschleunigt. In Abbildung 5.22 konnte
gezeigt werden, dass die Entstehung Fpg-sensitiver Lasionen bei konstanter Folsdure
Konzentration und aufsteigender Bestrahlungszeit einen exponentiellen Kurvenverlauf annimmt.
Dies lasst den Schluss zu, dass zuerst die wenig photoaktive Folsdure zu 6-Fop zersetzt wird, dieses
fihrt wiederum verstarkt zu oxidativen DNA-Schaden und beschleunigt dabei durch H,0;
Produktion die weitere 6-Fop Entstehung. Bestatigt wird diese Annahme dadurch, dass sich der
exponentielle Anstieg der Fpg-sensitiven Ldsionen durch Zugabe von Katalase signifikant

verlangsamen lasst.

Weiterhin wurde das intrazellular photogenotoxische Potential der Folsdure in drei verschiedenen
Zelllinien untersucht. Hierfir wurden auBer den FRa positiven KB Zellen auch M21V/04 und HaCaT
Zellen, die den FRa kaum exprimieren, verwendet (siehe Abbildung 5.28). Die letzten beiden
Zellarten sind inihrer urspriinglichen Lokalisation in der menschlichen Haut tatsachlich sichtbarem
Licht ausgesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass in allen drei Zelllinien eine dosisabhangige
Induktion Fpg-sensitiver Basenmodifikationen durch Bestrahlung in Gegenwart von Folsdure zu
beobachten war (siehe Abbildung 5.27). Diese ist in den KB Zellen etwas weniger ausgepragt, als

in den anderen beiden Zelllinien.

Das verhdltnismaRig geringe SchadensausmaB, verglichen mit der extrazelluldiren DNA-
Schadensinduktion, ldsst sich unter anderem durch den schnellen Metabolismus der Folsdure in
der Zelle erklaren. Durch die Inhibition der DHFR mit MTX konnte in den KB Zellen eine signifikante
Erhéhung oxidativer DNA Schaden durch Bestrahlung in Gegenwart von Folsdure erreicht werden.
In den anderen beiden Zelllinien hatte dies keinen Effekt. Dieser Unterschied kann zum einen
durch die unterschiedliche FRa Ausstattung auf der Oberflache der verschiedenen Zelllinien
verursacht sein, da die grofRe Anzahl auf den KB Zellen sowohl mehr Folsdure als auch MTX in die
Zelle transportieren kann. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass die Zellen unterschiedlich
gut mit der DHFR ausgestattet sind. Dies musste allerdings in weiteren Versuchen verifiziert

werden.

Ein weiterer Mechanismus, der das niedrige intrazelluldre SchadensausmaR erklaren kdnnte ist
die Ausstattung der Zellen mit antioxidativen Enzymen wie zum Beispiel Katalase oder Molekiilen
wie Glutathion. Diese wirden das oxidative Potential der Folsdaure unter Bestrahlung

abschwachen. Da die antioxidative Ausstattung von Zelllinie zu Zelllinie variiert, kdnnte dies unter
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anderem auch die unterschiedlich hohe Schadensinduktion in den verschiedenen Zelllinien
erklaren. Um diesen Mechanismus auf den Grund zu gehen, missten allerdings weiterfliihrende

Experimente durchgefihrt werden.

Aufbauend auf die Daten zur DNA-schadigenden Wirkung der Folsdure und Licht wurde ein
Mikrokerntest durchgefiihrt, der einen sehr sensitiven Nachweis fiir Chromosomenschaden und
somit fir Mutationen darstellt. Die Anzahl an Mikrokernen steigt nach Bestrahlung von KB Zellen
erst bei einer Folsdure Konzentration an, die in der alkalischen Elution nicht mehr beriicksichtigt
wurde und auch bereits leicht zytotoxisch wirkte (500 uM). Nach Inhibition der DHFR mit MTX und
anschlieRender Bestrahlung der Zellen in Gegenwart von Folsdure, war ein moderater,
dosisabhangiger Anstieg der induzierten Mikrokerne zu erkennen. Das bedeutet, dass in KB Zellen

Folsdure unter Bestrahlung nicht nur DNA-schadigendes, sondern auch mutagenes Potential hat.

6.2.3 Risikoeinschatzung

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen ein licht- und dosisabhangiges DNA-schadigendes
und mutagenes Potential der Folsdure besonders nach der Inhibition des Folsdure-Metabolismus.
Da die hier verwendeten Konzentrationen aber weit Giber den physiologisch auftretenden Mengen
von Folsdure liegen, ist eine Risikoeinschatzung, inwieweit Folsdure im Menschen gefdhrlich sein
konnte, schwierig. Wahrend die DHFR kleine Mengen Folsaure schnell und effizient reduziert und
damit dessen Chromophor inaktiviert (Abbildung 1.13), kann die Hemmung dieses Enzyms zur
kurzfristigen Akkumulation der photoaktiven Folsdure fiihren. Dabei hat die Folsdure selbst durch
ihre niedrige Quantenausbeute ein gering einzuschatzendes Risikopotential. Deren
Zerfallsprodukte 6-Fop und 6-Cap stellen allerdings eine groRere Gefahr da. Eine Hypothese
besagt, dass die evolutionar bedingte Verdunklung der menschlichen Haut unter anderem deshalb
stattgefunden hat, um Folsdure vor Licht zu schiitzen und um die Entstehung photoaktiver

Pterinderivate zu verhindern [125].

Trotz der Tatsache, dass eine Einschatzung des Risikos, das von physiologischen Folsdauremengen
in Kombination mit einer normalen Lichtexposition ausgeht, aufbauend auf den Daten aus dieser
Arbeit schwierig ist, zeigen sie nichtsdestoweniger, dass das mutagene und karzinogene Potential
von UV-Licht nicht nur von UV-B verursacht wird, sondern dass auch UV-A in Kombination mit

korpereigenen Chromophoren eine Rolle bei der Entstehung von Mutationen spielen kdnnte.
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Die durch Folsdaure verursachten Gefahren sind unter physiologischen Bedingungen
hochstwahrscheinlich zu vernachldssigen und vermutlich hauptsachlich unter medikamentdser
Behandlung zu beachten. Bei Gabe von MTX sollte auf hohe UVA Exposition, wie sie zum Beispiel
in Solarien vorkommt, verzichtet werden. Bei der Supplementierung von Folsdure sollte sich
auBerdem, trotz der relativen Ungefdhrlichkeit, an die vorgegebene Dosierung gehalten werden.
Der Effekt von, an nano- und makromolekulare Arzneistoffe gekuppelter Folsaure als Mittel zum
Drug Targeting (siehe Abschnitt 6.1), ist bisher noch nicht unter diesem Gesichtspunkt untersucht

worden.



7 Zusammenfassung 115

7 Zusammenfassung

Ein aufstrebender Ansatz in der Tumortherapie ist die Photodynamische Therapie (PDT), bei der
Photosensibilisatoren eingesetzt werden, die nach Bestrahlung zell- und gewebstoxische
Molekile, wie zum Beispiel reaktive Sauerstoffspezies (ROS), generieren. Dies fiihrt jedoch oft zu
Nebenwirkungen, wie systemischer Photosensibilisierung, Schaden im Tumor-nahen Gewebe
sowie der Gefahr von Sekundartumoren. Ziel der Arbeit war es deswegen Systeme zu entwickeln,
die Tumorzellen gezielt adressieren, um Photosensibilisatoren spezifisch in diese zu
transportieren. Hierfir sollte ausgenutzt werden, dass viele Krebszellen den Folsdure-Rezeptor a
(FRa) Gberexprimieren, der Folsdure und alles was daran gebunden ist endozytotisch in die Zelle
aufnimmt. Zum Transport der Photosensibilisatoren wurden dabei hochmolekulare Vehikel
verwendet, insbesondere um fir eine eventuelle spatere Anwendung zusatzlich den sogenannten
Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effekt ausnutzen zu kénnen. Dieser besagt, dass die
Gefdlle in soliden Tumoren stark fenestriert und fiir Molekile bis zu einer gewissen GroRe

permeabel sind. Dies fiihrt zu einer Anreicherung hochmolekularer Substanzen im Tumorgewebe.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Transportsysteme charakterisiert: Im ersten System
wurden Albumin-Folsdure-Konjugate kovalent an geladene Photosensibilisatoren gebunden.
Exemplarisch wurde hier mit B-Carbolin Derivaten gearbeitet. Albumin wird in der Tumortherapie
bereits als Vehikel angewandt, um den EPR fiir Zytostatika auszunutzen. Wir konnten in dieser
Arbeit zeigen, dass die kovalente Bindung von Folsdure und einem Photosensibilisator an das
Albumin zu einer FRa-spezifischen Aufnahme des gesamten Konstruktes in FRa-tragende KB Zellen
(humanes Nasopharynx Karzinom) fihrt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop konnte gezeigt
werden, dass dieses nach der endozytotischen Aufnahme in die Zellen ins Lysosom gelangt. Dort
wird das Albumin abgebaut und setzt den Photosensibilisator frei. Dementsprechend konnte
durch Bestrahlung eine hochspezifische Rezeptor-vermittelte Photozytotoxizitdt induziert und
mittels WST-1 Assay detektiert werden. Wahrend das freie B-Carbolin und ein Aloumin-B-Carbolin-
Konjugat ohne Folsdure keinen zytotoxischen Effekt nach Bestrahlung zeigten, konnte mit dem
Folsdaure-modifizierten Konjugat die Zellvitalitdt nach Vorinkubation und anschlieBender
Bestrahlung auf 70 % reduziert werden. Durch Kompetition mit Folsidure-Uberschuss konnte

dieser Effekt verhindert werden.
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Aufbauend auf den Ergebnissen, die mit den Albumin-Folsdure-Konjugaten erhoben wurden,
wurden Folsdure-konjugierte Dextran-Partikel als weitere spezifische Transport-Vehikel
charakterisiert. Sie sind in der Lage, groRe Mengen lipophiler Photosensibilisatoren
einzuschlieBen. Hier wurde exemplarisch das Tetraphenylporphyrin (TPP) verwendet. Die hier
verwendeten Dextran-Partikel sind saurelabil. Nach Aufnahme Uber den Rezeptor und Transport
ins Lysosom fallen sie auseinander und geben den Photosensibilisator frei. Auch mit diesem
System konnte im WST-1 Test eine hochspezifische FRa-vermittelte Photozytotoxizitat gezeigt
werden. Schon geringe Mengen (20 pg/mL) des Folsdure-konjugierten und TPP beladenen
Partikels flihren nach kurzer Inkubationszeit und anschlieRender Bestrahlung zu vollstandiger
Zytotoxizitdt. Dieselben Partikel zeigen keinen Effekt im Dunkeln und durch Kompetition mit
einem Uberschuss an Folsdure kann der zytotoxische Effekt im untersuchten
Konzentrationsbereich fast komplett aufgehoben werden. Dieselben Partikel ohne Folsdure-
Konjugation sind auf der Oberflache kationisch geladen. Es wurde gefunden, dass diese Partikel
lipophile Photosensibilisatoren hocheffizient, aber unspezifisch ins Zellinnere transportieren.
Umgeht man hingegen die positive Ladung auf der Oberflaiche der Partikel, wurden diese
Uberhaupt nicht von Zellen aufgenommen und erwiesen sich deshalb trotz TPP-Beladung als

vollkommen untoxisch.

Mit beiden Systemen konnte also gezeigt werden, dass sowohl tGber Albumin-Konjugate als auch
Uber die untersuchten Dextran-Partikel eine hochspezifische FRa-vermittelte Aufnahme von
Photosensibilisatoren in Zielzellen moglich ist. Diese konnte im Rahmen einer PDT durch die
gezielte Aufnahme in FRa positive Tumorzellen bei der anschlieBenden Bestrahlung des

erkrankten Areals zu einer Tumortherapie mit minimalen Nebenwirkungen fiihren.

Wadhrend der Experimente zur Folsdure-Rezeptor-vermittelten Aufnahme stielen wir als
interessanten Nebenbefund auf das photozyto- und photogenotoxische Potential der Folsdure
selbst. Es konnte gezeigt werden, dass Folsdure unter Bestrahlung zellfrei und in Zellen
dosisabhangig oxidative DNA-Schaden generiert. Dieser Effekt konnte durch die Inhibition des
Folsdure-Metabolismus noch verstarkt werden. Auflerdem wurde nach Inhibtion dieses
Metabolismus ein signifikantes mutagenes Potential von Folsdure plus Licht nachgewiesen. Dies
liefert einen Anhaltspunkt, dass die bekannte kanzerogene Wirkung von UV-Licht nicht nur von
dessen UV-B Anteil ausgelost wird, sondern tber endogene Chromophore, wie die Folsaure und

dessen Abkommlingen, auch vom UV-A Anteil, verursacht wird.
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