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Einleitung 10

1 Einleitung

Maligne endokrine Tumore der Nebennierenrinde (Matlsenrindenkarzinom, NNR-

Karzinom) und neuroendokrine Tumore des gastroepaémkreatischen Systems (GEP-NET)
sind insgesamt seltene Erkrankungen. Diese Tuniodears vielen Fallen durch einen langen,
klinisch zunédchst asymptomatischen Verlauf, charadert. Neben der damit

einhergehenden verspateten Diagnosestellung, tiersifin fortgeschrittenen Tumorstadien
mit lokaler Infiltration und beginnender Metastasigg erfolgt, stellt vor allem die bisher
geringe Effektivitat systemischer Therapiekonzegte Problem fur die klinische Betreuung

dieser Patienten dar.

1.1 Nebennierenrindenkarzinom

Nebennieren sind hormonbildende Organe, die aufalbemen Polen der Nieren sitzen. Sie
sind umgeben von einer Bindegewebskapsel und lestalus Nebennierenrinde und
Nebennierenmark. Beim Nebennierenrindenkarzinondélares sich um einen seltenen und
oft hochmalignen Tumor der Nebennierenrinde. Dieliéhe Inzidenz des NNR-Karzinoms
liegt bei 1-2 Fallen pro eine Millionen Einwohneéfierbei ist eine bimodale Altersverteilung
mit héheren Inzidenzen in der ersten und flunftebelnsdekade auffallig [1]. Die mittlere
Uberlebenszeit nach Diagnosestellung betragt 3hteJalie 5-Jahresiiberlebenszeit wird
selten erreicht [2-4]. Einer der Grunde fur dielschte Prognose liegt im héaufig zunachst
inapparenten klinischen Verlauf und einer verzdgerDiagnosestellung, wenn es zu
Beschwerden durch Raumforderungen oder Zeichers ddoemonexzesses gekommen ist.
Ein wachsender Anteil von NNR-Karzinomen wird aughféllig im Rahmen einer
abdominalen Bildgebung gefunden. Die chirurgiscltikale Resektion eines NNR-
Karzinoms stellt zum jetzigen Zeitpunkt den einnigeirativen Behandlungsansatz dar. Eine
langfristige Heilung ist jedoch in den meisten &alauch durch die operative Therapie nicht
mehr moglich, da der Tumor bis zur Diagnose meisos umliegendes Gewebe infiltriert hat
oder zunachst unerkannte Metastasen vorliegen fbh.: 1-1). Entsprechend kommt es
selbst bei radikaler Tumorresektion in 85% der &&um Rezidiv [2]. Mitotane, eine
Substanz mit adrenolytischen Eigenschaften, stelite Behandlungsoption im Falle
inoperabler Tumoren, Metastasierung oder auch npaltieller Tumorresektion dar.
Erfahrungswerte in der Behandlung von Nebenniemdenkarzinomen mit klassischen

Chemotherapeutika basieren hingegen bisher nocteahf kleinen nationalen Studien [2, 6,

10



Einleitung 11

7]. Dennoch konnte sowohl fir Streptozotocin undoltéine [8], als auch fur eine kombinierte
Behandlung mit Doxorubicin, Cisplatin, Etoposid unMlitotane [9] signifikante

therapeutische Effekte bei der Behandlung von Riremit NNR-Karzinomen dokumentiert
werden. Diese Behandlungsprotokolle werden gegdignéar Rahmen einer Phase 11l Studie
fur NNR-Karzinome miteinander verglichen (FIRM-ACHirst prospective randomized

interventional trial for ACC, www.firm-act.ojgIn kleinen Studien werden dariber hinaus in

den letzten Jahren auch neue therapeutische S¢ratete Inhibitoren von P-Glykoprotein
(MDR-1), des vaskuléaren endothelialen WachstumefakfVEGF) und von Tyrosinkinasen

fur die Behandlung von NNR-Karzinomen evaluiert [7]

100+
[ Hutter et al.

[ Luton et al.
[ King et al.

~
a1
1

Verteilung innerhalb des
Patientenkollektivs [%]
N a1
T <

0 H H = HHI =yl =l . B

Leber Lunge Lymphknoten Peritoneum Pleura Skelett Gehirn Kontralat. NN Niere
Lokalisierung der Metastasen

Abbildung 1-1: Bevorzugte Lokalisation von Fernmetastasen beim

Nebennierenrindenkarzinom (Modifiziert nach [5])

Die Umsetzung neuer Therapiekonzepte ist hierderdahgs erschwert durch die fehlende
Verfugbarkeit unterschiedlichem vitro und in vivo Modelle mit klinisch relevanten
EigenschaftenDie murine adrenokortikale Tumorzelllinie Y1 wurde den letzten Jahren
vielfach als Modell fir NNR-Karzinome eingesetzin Blachteil dieser Zellen liegt allerdings
in ihrer geringen steroidogenen Potenz zur Bildurgn Glukokortikoiden und
Mineralokortikoiden [10]. Fiur die menschliche Turpelilinie Fang-8 wurde zwar eine
Ostrogenproduktion und Tumorentwicklung in Hamsté@schrieben, sie wurde in der
Literatur allerdings nur zweimal aufgefihrt und kten sich als Standardmodell fir NNR-
Karzinome nicht durchsetzen [11, 12]. Fur die adkentikalen humanen Tumorzellen SW-
13 wurde mehrfach die Transplantierbarkeit in atisgimeen Mausen beschrieben [13-15],
jedoch zeigt diese Zelllinie keine Synthese undr&aln von Steroidhormonen [1@ei der
menschlichen Nebennierenrinde handelt es sich atmeein komplexes endokrines Organ,
welches in Abhangigkeit vom Besitz mit einer Kondiion von Steroidbiosynthese-
Enzymen unterschiedliche Steroidhormone sezertmerGegensatz zu den vorher genannten
11
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Zelllinien hat sich die humane Nebennierenkarzinelth@ie NCI-H295 hierfur in der
Vergangenheit sowohi vitro, als auchn vivo als Tumormodell bewahrt. NCI-H295 Zellen
synthetisieren Mineralokortikoide, Glukokortikoided adrenale Androgene und eignen sich
daher gut als Modellsystem steroidogener Signalj&del6, 17]. Zudem bilden NCI-H295
Zellen nach Tumorzellinjektion mit 90%-iger Anwaddite menschliche Tumor-Xenografts in
Nacktmausen, welche typische Eigenschaften mewbehnliNNR-Karzinome inklusive der
Synthese von Steroidhormonen aufweisen [18]. Zutmigen Zeitpunkt ist dieses Modell
allerdings noch auf die Induktion subkutaner Tumorkeschrankt, da es aufgrund
mangelnder, wenig effizienter oder schwer zug&hglic bildgebender Verfahren an
geeigneten Metastasierungsmodellen fehlt.

1.2 Neuroendokrine Tumore des gastroenteropankreachen Systems
(GEP-NET)

Das diffuse neuroendokrine System umfasst die meewlakrinen Zellen, die der embryonalen
Neuralleiste, dem Neuroektoderm und Ektoderm emtstan und im adulten Organismus
nicht als makroskopisch kompakte Organe organisiad [19]. Tumoren, die sich aus Zellen
dieses Systems ableiten, zeichnen sich einerseitsh dAhnlichkeiten mit Neuronen und
andererseits mit hormonproduzierenden, endokrinefle aus. Viele neuroendokrine
Tumore sind funktionell inaktiv und machen sichtatarch Komplikationen aufgrund des
lokalen Tumorwachstums bemerkbar. Die Diagnosestglerfolgt daher in vielen Fallen erst
in fortgeschrittenen Tumorstadien mit lokaler hméition und beginnender Metastasierung
[20]. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung liegt demsprechend bei tGiber 30% der Patienten
mit NETs eine Metastasierung vor [21]. EndokriniaktTumore zeichnen sich durch eine
Uubermafige Hormonsekretion aus. Durch die Freisgtapezifischer Hormone kénnen sich
dabei, abhangig von der Tumorentitat, charaktegbg klinische Syndrome herausbilden.
NET konnen an verschiedensten anatomischen Stefilerz.B. der Bronchialschleimhaut,
Schilddrise oder den Nebennieren auftreten. Diesterei NET sind allerdings im
gastroenteropankreatischen System lokalisiert229,Die Inzidenz neuroendokriner Tumore
des gastroenteropankreatischen Systems (GEP-NE&pb& — 4 pro 100 000 Einwohner pro
Jahr [23, 24]. Die Malignitatsrate ist dabei audbhdngig von der Lokalisation des
Primartumors. Die 5-Jahrestiberlebenszeit von Ratiemit metastasierten neuroendokrinen
Tumoren pankreatischen Ursprungs belauft sich auf30%, wéhrend sie bei NET ilealen
Ursprungs bei 45% liegt [25].

12



Einleitung 13

Bei den NET des Gastrointestinaltrakts unterschergs heute:

- die neuroendokrinen Tumore des Pankreas und

- die Karzinoide, die nach histogenetischen Gespirikten in die Karzinoide des Vorder-,
Mittel und Enddarms eingeteilt werden (Abb.:1-2§][2

Neuroendokrine Tumore des Gastroenteropankreatische n Systems
Neuroendokrine Tumore des Pankreas

Gastrinom [ Lokalisierung ] [ Evtl. endokriner Phé‘motyp]
( ) ( . . )
Glukagonom Vorderdarm Cushing, Akromegalie, Karzinoid,
— Gastrinom, Somatostatinom
| J | J
Insulinom ]_
s - N s . B
Mitteldarm Karzinoid
. N J \ J
Somatostatinom ]_
s N s - B
Enddarm Somatostatinom

VIPom
N J N J

Abbildung 1-2: Einteilung der neuroendokrinen Tumore des gastevepankreatischen
Systems (GEP-NETS) in neuroendokrine Tumore de&rBas und Karzinoide (Modifiziert
nach [26])

Karzinoide leiten sich von den enterochromaffinER) Zellen des Gastrointestinaltrakts ab
und kénnen neben Serotonin (5-Hydroxytryptamin, AFH z.B. auch Bradykinin und
Tachykinine sezernieren [19, 27]. Im Fall einerrhonellen Uberproduktion dieser Peptide
kommt es zur Ausbildung des Kklinisch charakter$tesh Karzinoid-Syndroms mit Flush-
Symptomatik, Diarrhd, asthmaartigen Anféllen undrdi@en Manifestationen. Der
embryogenetischen Verteilung der EC- Zellen im Kibrfolgend sind Karzinoide meist
aul3erhalb des Pankreas lokalisiert ([28], Abb.).1E3ne weitergehende Einteilung erfolgt
nach Williams und Sandler (1963) iNgrderdarni Karzinoide (Lunge, Bronchien, Thymus,
Pankreas, proximales Duodenum, Abdomenitteldarnt* Karzinoide (distales Duodenum

bis Colon ascendens) upinddarm*“ Karzinoide (Colon transversum bis Rektum) [19,.29]

13
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Vertreilung innerhalb des
Patientenkollektivs [%]

0|—| — — — [ 1

Kolon Rektum Lunge Magen Duodenum Jejunum lleum Diunndarm Zakum  Appendix

Abbildung 1-3: Prozentuale Verteilung der haufigsten Organmataifesmen bei Karzinoiden
(Modifiziert nach [28])

Da ein Grof3teil bisher etablierter GEP-NET-Zelldiniaus Vorderdarm-Tumoren stammt [27,
30, 31], tragt der Mangel adaquater humaner Tumdeth® fir Mitteldarm und Enddarm-
Karzinoide zu der nur unzureichenden Datenlage ldentifikation, Entwicklung und
Therapie dieser Tumore bei [22]. Bisher wurden zweue Zelllinien aus Mitteldarm-
Karzinoidenin vitro und deren Tumorwachstum vivo im subkutanen Tumormodell in
Nacktméausen etabliert [22, 32, 33]. CNDT2 Zelleifddém Kolonien in Soft-Agar, solide
Tumoren in Nacktmausen und exprimieren zudem eiNlgeker neuroendokriner Tumoren.
Die Expressionsmuster variieren allerdings starkselaenin vitro undin vivo Bedingungen
[22]. Die GOT1 Zelllinie zeichnet sich durch die fEgssion aller funf Somatostatin-
Rezeptor-Subtypen 1-5 (SSTR1-5) und der vesikul&tenoamintransporter Typ 1 und 2 aus
(VMAT1 und VMAT?2). Aufgrund dieser Eigenschaftenrkden GOT1-Xenografts mithilfe
des Somatostatin-Analogons*in-Oktreotid und des Katecholamin-Analogon¥3-
Metaiodobenzylguanidin erfolgreich szintigraphisdargestellt werden. Darliber hinaus
zeigen die Tumore eine starke Immunreaktivitdt fienerelle endokrine Marker wie
Chromogranin A und fur spezifische Marker von Mdtegm-Karzinoiden wie Serotonin [32].
Eine seit mehreren Jahren haufig verwendete Zelllist die humane pankreatische
Karzinoidzelllinie BON [22, 30, 34]. BON Zellen epnmieren sowohl epitheliale
(Cytokeratin) und endokrine (Chromogranin A) Matkels auch karzinoid-spezifische
Peptide (Serotonin, Neurotensin und Pancreast@§B®) und fihren bei Injektion einer
ausreichend hohen Zellzahl zu 100% zur Bildung vViamoren in Nacktmausen [35].

Urspriinglich handelt es sich bei dieser Zelllinfe ain Vorderdarm-Karzinoid, sie vereinigt
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aber einige Eigenschaften von Vorderdarm und Migteh-Karzinoiden in sich. Mitteldarm-
Karzinoide zeichnen sich z.B. durch die Synthese& ®ekretion von Serotonin (5-
Hydroxytryptamin, 5-HT) aus, Tumore des Vorder- udds Enddarms synthetisieren
hingegen in erster Linie 5-Hydroxytryptophan (5-HTR9, 34]. BON-Zellen enthalten
allerdings sowohl 5-HT, als auch 5-HTP. Weiterhiaisen BON-Zellen sowohl runde, als
auch pleimorphe Granula auf. Runde Vesikel in dasaben Zellregion sind typisch fir
Vorderdarm-Karzinoide, pleiomorphe Strukturen dagegsind charakteristisch far
Mitteldarm-Karzinoide [19, 34]. Aus diesen Grundeerden BON-Zellen nun schon seit
Jahren bevorzugt als GEP-NET Tumormodell einges&etnoch bestehen immer noch
enorme Einschrankungen in der vorklinischen Testneger Therapeutika durch die sehr
limitierte Anzahl etablierter humaner Tumorzelleni denn gerade NET unterscheiden sich
deutlich in ihren Eigenschaften abhangig von demueten embryogenetischen Herkunft
[22].

Die aktuellen Therapiekonzepte fir Patienten miPSNEET basieren in erster Linie auf der
primaren Tumorresektion und im Fall bereits bestdbe Metastasierung auf der Gabe von
systemischen Therapeutika, sowie dem Einsatz RaklioRbasierender Verfahren. Durch
Therapieregime mit synthetischen Somatostatin-Agalamder Interferom- kann eine
exzellente Kontrolle, der durch hormonelle Hypersgkn hervorgerufenen Symptomatik,
erreicht werden. Allerdings zeigen diese Theragauthur in 5-11% der Behandelten
zusatzlich eine antitumorale Wirkung. SOM230, eieues Somatostatin-Analogon mit
verlangerter Halbwertszeit von ungefahr 24 Stundarde vor kurzem entwickelt, um tber
seine Bindung an alle SSTR-Subtypen anti-tumordlekie zu verbessern [36, 37]. In der
Vergangenheit wurden aul3erdem klassische Chempthéika wie Streptozotocin,
Fluoruracil, Doxorubicin, Dacarbazin, Etoposid u@ikplatin eingesetzt [36, 37]. Da das
Ansprechen auf eine Monotherapie in der Regel gehing ist, wird in der Behandlung
haufiger eine Kombinationstherapie gesetzt. Diepdashrate ist allerdings auch bei dieser
Therapie stark abhangig vom Tumorursprung und derifgrativen Potential [36]: Wahrend
NET pankreatischen Ursprungs Ansprechraten von®0-aufweisen [38], sind NET des
Mitteldarms in der Regel resistent gegen zytotdhes€hemotherapien [36, 37, 39]. Das
Versagen ,klassischer* Behandlungsmaoglichkeiterdwliemnach auch durch die individuelle

Heterogenitat dieser Tumorerkrankung bedingt.
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Zusammenfassend besteht fur keine der besprochendokrinen Tumorerkrankungen
zurzeit eine effektive ~medikamentbése Behandlungsopt Neben verspateter
Diagnosestellung und funktioneller Heterogenitataminer Tumore, erklaren sich hierdurch
die schlechten 5-Jahresuberlebensraten fir NNRuk@re und GEP-NET nach erfolgter
Metastasierung. Dieses unterstreicht die Notweratigkler Entwicklung sowohl neuer
therapeutischer Ansatze und Zielstrukturen, alshanoovativer Tumormodelle flr deren

préklinische Testung.

1.3 Liposomen

Liposomale Therapieprinzipien haben in den letztehren einen wichtigen Stellenwert als
effiziente und nebenwirkungsarme Krebstherapiegeziommen. Leere Liposomen sind in
der Regel nicht-toxisch, es sei denn sie werdersenr hohen Dosen verabreicht. lhre
Zusammensetzung aus natirlich vorkommenden Lipickehgut vertraglichen Stabilisatoren
macht sie daher attraktiv fur die Verkapselung cl@edenster Substanzen [40]. Zu den
pharmakologisch wirksamen Substanzen, die in lip@den Praparationen verkapselt werden
konnen, gehdren Zytostatika, aber auch Nukleingdunge Plasmid DNA, antisense
Oligonukleotide oder siRNA [41]. Zudem kdnnen nelveasserléslichen auch lipidldsliche
Substanzen liposomal transportiert werden. Wichtigeaussetzungen fur einen optimalen
liposomalen Transport sind allerdings eine hohek&jeselungseffizienz, ein vermindertes
Verteilungsvolumen im Organismus verglichen mitrikheolekularen Therapeutika, eine hohe
Blutstabilitat und ein ideales Freisetzungsverimalie Abhangigkeit von der jeweiligen

Anwendung [42].

1.4 Liposomales Doxorubicin

Doxorubicin (DXR), ein zytostatisches Antibiotikuher Anthracyclin-Reihe, spielt eine
bedeutende Rolle in der Chemotherapie solider Tamobie meisten kleinmolekularen
Chemotherapeutika weisen allerdings nach intraw@n@sibe ein hohes Verteilungsvolumen
unter Einschlu? gesunder Gewebe auf. Fir freiesoidmxcin kann ein sehr hohes
Verteilungsvolumen von 25 I/ kg angenommen werdidj. [Dieses begunstigt zusammen mit
den zytotoxischen Eigenschaften des Chemother&peudi auch das Auftreten diverser

unerwinschter Nebenwirkungen wie Kardiomyopathiyelosuppression, gastrointestinaler
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Toxizitat, Ubelkeit, Erbrechen, aber auch Haanstflund Entziindungen der Schleimhaut
[44]. Die Kardiotoxizitat stellt hierbei die Dosisniterende Nebenwirkung dar [40]. Die
liposomale Verkapselung von Doxorubicin hingegerhiszt dieses nicht nur vor
Metabolisierung und damit Inaktivierung im Plasm#0][ sondern &ndert auch dessen
Gewebegangigkeit und damit Verteilung im Korper,[4®]. Es kommt zum Effekt des
.passiven Tumortargetings“ (Abb.: 1-4) [46, 47],tndiem man die erhéhte Liposomen-
Akkumulation im Tumor bezeichnet. Die Grél3e derdspmen (45-150 nm) bedingt, dass
diese nicht mehr die 2 nm gro3en Poren des GefaBeid in gesundem Gewebe passieren
konnen. In Leber und Milz, die sich durch ein grobgeres, sogenanntes fenestriertes
Endothel auszeichnen, konnen Liposomen zwar tradsften, ein grol3er Teil wird
allerdings durch Makrophagen wiederum herausgdfiltgposomales DXR akkumuliert auf
diesem Wege im Tumor und im Umkehrschluss komnzuesiner reduzierten Anreicherung
der Substanz im Herzen und anderen Geweben im &felngtu freiem DXR. Darliber hinaus
fuhren das Fehlen funktionierender Lymphbahnenamusen mit hohem interstitiellen
Druck, zu einer Art Einschluss im Tumorgewebe, uesher daraus resultierenden

verlangsamten Abbaurate der verkapselten Substanz.

Kontinuierliches Endothel Diskontinuierliches oder Tumorendothel
(Blut-Hirn-Schranke) fenestriertes Endothel
(Niere, Leber, Milz)

Parenchym

Interstitium

Endothel

Blut

Kapillare o Liposomen o

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung des ,passiven Tumoriaggt liposomaler

Praparationen (Modifiziert nach [48])

Diese Effekte konnten schon mit der ersten Germrdtposomalen Doxorubicins genutzt

werden. Hierzu zahlen Liposomen unterschiedlichesafhmensetzung, typischerweise aber
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mit einem hohen Anteil an Phosphatidylcholin undolgkterol [40]. Als prominenter
Vertreter in klinischer Anwendung ist hier MyoGefauch TLC D-99 oder liposomal
verkapseltes DXR-Citrat) zu nennen [49]. Hierbendhelt es sich um eine nicht sterisch

stabilisierte Form liposomalen DXRs [40, 50].

1.5 PEGyliertes liposomales Doxorubicin

PEGyliertes liposomales DXR weist ein pharmakoksostes Profil auf, das sich durch eine
erhohte Blutzirkulationszeit in Kombination mit em erniedrigten Verteilungsvolumen
auszeichnet [47]. Die Blutstabilitat der Wirksulmstawird insbesondere durch zwei Faktoren
beeinflusst: 1. Die Aufnahme zirkulierender Liposam durch Zellen des
retikuloendothelialen Systems (RES) und 2. die iffi@#bder liposomalen Praparation, die im
Wesentlichen die Abbaurate der verkapselten Subddafiniert [51]. Durch die Kopplung
des voluminésen Makromolekiils Polyethylenglykol @E&n die Oberflache von Liposomen
wird deren Interaktion mit Plasma-Opsoninen verbihdind dadurch sterisch hydrophobe
und elektrostatische Interaktionen mit Komponerttes RES deutlich reduziert [40, 51, 52].
Aus diesem Grund wird diese Liposomenart auch taisssh stabilisierte Liposomen oder
STEALTH® Liposomen bezeichnet (Abb.: 1-5) [51, 53]. Die d&rhng der
Blutzirkulationszeit resultiert dann wiederum in nei signifikanten liposomalen
Akkumulation und damit Wirkstoffanreicherung in Galven mit erhohter vaskularer
Permeabilitdt [45, 54, 55]. Im Gegensatz zu konweellen Liposomen weisen sterisch
stabilisierte Liposomen dosisunabhangige und vgdamte Abbaukinetiken im Blut und
erhohte therapeutische Effizienzen auf [40, 46,58p-Dabei erzielen in der Regel die
PEGylierten liposomalen Praparationen mit der langgen Freisetzungsrate die hochste
Wirkstoffakkumulation im Tumor [49, 59]. Der Stabator PEG ist in den fur sterisch
stabilisierte Liposomen verwendeten Dosierungenvgutraglich und wird unmetabolisiert
mit dem Urin ausgeschieden [40]. Die Entwicklung 88 EALTH® Technologie miindete in
der klinischen Zulassung PEGylierten liposomalenR3Xwelches in Europa unter dem
Namen CaelyX und in den USA als DoXilerhaltlich ist [45, 51, 52]. Die Verkapselung von
Doxorubicin in konventionelle oder sterisch staddite Liposomen eliminiert bzw. reduziert
signifikant die Therapie-limitierende Kardiotoxiit [46, 53]. Es kommt ebenfalls zur
Verminderung der Myelosuppression, wobei die Rdaduoktbei sterisch stabilisierten
Liposomen héher ist. Ubelkeit, Erbrechen und Hasfedltreten bei CaelykGabe kaum auf,

bei Myocef wurden diese Nebenwirkungen haufiger beobachtatenvaber im Vergleich
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zur freien Substanz deutlich reduziert. Die Dosimitierende Nebenwirkung bei der
Verwendung von Caelyk ist das Palmar-Plantar Erythrodysesthesia-Syndrbiierbei
handelt es sich um schmerzhafte Lasionen der Hieitauch als Hand und Ful3-Syndrom
bezeichnet werden [55, 60]. Aber auch bei einerigdeduktion zur Minimierung dieser
Nebenwirkung bleibt eine hohe anti-tumorale Efimme im Vergleich zu Standard-
Chemotherapien erhalten [40].

PEG-Kette

Antikorper -
Fragment

Sterisch stabilisierte
Liposomen

Lipid - g
Membran Konventionelle

Liposomen

Wassriger
Innenraum

Verkapselte Substanz

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung Substanz beladener Lap@isomit (sterisch
stabilisiert) und ohne (konventionell) PEG-Oberfflamodifikation (Modifiziert nach [40])

1.6 pH-abhangig freisetzende Liposomen

Eine Strategie zur Verbesserung der therapeutisEffi@ktivitat liposomalen DXRs ist die
Entwicklung einer pH-abhéngigen Wirkstofffreisetguaus Liposomen. Hierbei soll die
verkapselte Substanz vermehrt in Umgebungen mitednigten pH-Werten, wie dem
Tumorgewebe und den darin enthaltenen endosomabemp&rtimenten, entlassen werden.

Dieses kann entweder durch den Einbau pH-sensitRieospholipde und Peptide in
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liposomale Membranen [53, 61] oder durch eine Vee#émng des Beladungsverfahrens
erreicht werden. Fur schwache Basen wie DXR kame @ptimale Beladung Uber das
sogenannte ,Remote Loading” erreicht werden. Beseli Art der Beladung kommt es zur
Erzeugung eines transmembranalen pH-Gradientendendnachfolgenden Diffusion von
DXR in das Liposomeninnere. Oft wird hierfir, wie.Bz fir Caely® ein
Ammoniumsulfatgradient verwendet. In einem neu akelten Verfahren der
Pharmazeutischen Technologie der Universitat Frgikerfolgt die Beladung Uber einen
Ammoniumhydrogenphosphat-Gradienten. Fiur diesesdBelgsverfahren konntm vitro
eine pH-abhangige DXR-Freisetzung aus den Liposonmaaigewiesen werden [62]. Der
Nachweis einer pH-abhangigen Freisetzung im Tumweege steht allerdings noch aus und

konntein vivo eine deutliche Verbesserung der therapeutischigzidfiz zur Folge haben.

1.7 Immunoliposomen

Der Grof3teil nicht Signal-gekoppelter Liposomereragiert nicht direkt mit den Zielzellen.

Es wird vielmehr angenommen, dass die therapeuati&dfektivitat die Konsequenz einer
unspezifischen Wirkstofffreisetzung im Tumor is¥J4Um einen gezielteren Transport und
eine noch effektivere Wirkstoff-Freisetzung in dielzellen zu erreichen, sind in den letzten
Jahren verschiedene Strategien entwickelt worden, gpezifische Strukturen an der
Oberflache von Tumorzellen anzusteuern. Bei diesignalen kann es sich um
verschiedenste Molekile wie Antikorper [47, 63,,64tikorper-Fragmente [65-67], Peptide
[68-70], Kohlenhydrate [71] oder auch Glykoproteji®, 73] handeln. Im optimalen Fall

sollte eine solche Interaktion zu einer Internalisghg des Liposoms fiihren, um den
Wirkstoff innerhalb der Tumorzellen bioverfigbarmachen [40].

Bei der Liganden-Kopplung besteht die Moglichkentikorper direkt an der liposomalen
Oberflache (Abb.: 1-6 Typ A und B) oder an das €ré&nde einer in der Membran-
Doppelschicht verankerten PEG-Kette zu koppeln (A6 Typ C) [74]. Fir die zweite

Moglichkeit wird im Wesentlichen zwischen der kontienellen und der Post-

Insertionstechnik (PIT) unterschieden [75-77]. Deathodische Ablauf fir beide Techniken
ist ausfuhrlich unter 2.3.7.1 und 2.3.7.2 besclemeb
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<

Typ A Typ B Typ C

Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der Immobilisierung vomtikrpern auf der
liposomalen Oberflache. Dargestellt sind nicht-RigBte Liposomen (Typ A), PEGylierte
konventionell gekoppelte (Typ B) und PEGyliertetaligekoppelte (Typ C) ([74]).

Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal stelltZggipunkt der Anker-Zugabe dar. Bei der
konventionellen Kopplung erfolgt die Zugabe des @émkschon bei der Herstellung des
Lipidfilms zu Beginn der Synthese. Dadurch kommizaseiner unselektiven Anreicherung
des Ankers sowohl in der auf3eren, als auch deranriaposomen-Membran. Infolge dessen
steht reaktiver Anker auch im Innenraum zur Verfiggu welcher ungewollt mit der
verkapselten Substanz reagieren und das maximaladBesvolumen reduzieren kann
(Abb.: 1-7 A). Bei der PIT erfolgt eine selektiveeMnkerung eines Anker-Liganden-
Konjugats in der auf3eren Schicht schon fertigepsgmen [76]. Als lipophiler Anker wird
im Fall der Sterol-basierten Post-Insertionsteci{®RIT) ein Sterolgerist verwendet. Diese
Zusammensetzung bietet den Vorteil einer Einlaggraes Konjugats in die &ul3ere
Membranoberflache bei Raumtemperatur, was eine taes#® warmeinduzierte
Denaturierung eines Liganden ausschliel3t (Abb.B)-[78].

Ein grol3es Problem bei der Verwendung von Immunosiynen stellt allerdings die erhdhte
Immunogenitat dar [79], die oft zu einer schnellermmmunvermittelten Eliminierung der
Liposomen aus dem Blut fihrt [47]. Um einen effieeren Wirkstoff zu erhalten, muss daher
der Effekt, der durch die Signalkopplung erreichtdwdie Differenz der zirkulierenden
Liposomen mindestens ausgleichen. Zusatzlich zer eimekten Ansteuerung der Tumorzelle
und einer Liganden-vermittelten Internalisierungs deiposoms, koénnte dies Uber eine

gleichzeitige Inhibierung eines fur die Tumorzdlleerlebenswichtigen Signalwegs erreicht
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werden. Solche Effekte kdnnten durch den Einsatiktfonell relevanter monoklonaler

Antikorper erzielt werden.

A Konventionelle Methode:

(
2 VR
H '

@ Liposom Omamyy  aktiviertes PEG-Lipid ( Ligand

Abbildung 1-7: Schematische Darstellung der KopplungstechnikeodiVziert nach [78])

Bisher wurde eine Vielzahl therapeutisch wirksanmgnoklonaler Antikorper entwickelt
und mehr als 20 Molekule in die klinische Anwendung Behandlung verschiedenster
Krankheiten wie z.B. Autoimmunerkrankungen, kardiskularer und Tumor-Erkrankungen
aufgenommen [53, 80, 81]. Bei den entsprechenddigéwren kann es sich sowohl um frei
diffundierende Liganden wie TNF(im Fall von Infliximab, Adalimumab, Certolizumab)
oder den vaskularen endothelialen WachstumsfakioBgvacizumab) handeln oder aber um
Rezeptoren an der Zelloberflache von Zielzellerispiele hierfiir sind Cetuximab (Erbiftix
und Panitumumab (Vectiliiy die gegen den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezept
gerichtet sind und speziell zur Antikdrper-basierienherapie von Kopf-Hals-Tumoren und
metastasierten kolorektale Karzinomen entwickeltdee [81-84]. Ein weiteres Beispiel fur
den erfolgreichen Einsatz eines therapeutisch monalen Antikdrpers ist die Verwendung

von humanisierten anti-HER2/neu-Antikorpern (Trasmab, Hercepti?) als alleinigem
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Wirkstoff oder in Kombination mit einer konventidie® Chemotherapie bei der Behandlung
des Mammakarzinoms [80, 84]. Park et al. gelangrdikge die Herstellung von DXR
beladenen  Anti-HER2-Immunoliposomen, deren Intésifang von  HER2-
Uberexprimierenden Tumorzellen vitro nachgewiesen werden konnte [85] und die in
HER2-Uberexprimierenden Brustkrebs-Xenografts edeeitlich gesteigerte anti-tumorale
Wirkung im Vergleich zu freiem und sterisch staddrtem liposomalen Doxorubicin zeigen
[86].

Obwohl es sich bei therapeutisch eingesetzten monalen Antikérpern um eine
interessante neue Behandlungsstrategie fur einrgbdérten handelt, erzielt in den meisten
Fallen eine Kombinationstherapie mit Chemotherakauwider Bestrahlung deutlich erhdhte
Effizienzen verglichen mit der alleinigen Gabe degtikorpers [53, 83, 84, 87]. Dieses
Vorgehen birgt allerdings bei konventionellen Chémeoapien wiederum das Risiko erhdhter
Nebenwirkungen. Zudem handelt es sich um vielvedm@nde Ansatze, die jedoch bisher
nur fur eine recht begrenzte Anzahl an Tumoremtitaverfigbar sind, wozu endokrine

Tumore zurzeit noch nicht zahlen.

1.8 Der IGF1-Signalweg

Die Blockade des IGF1-R (Insulin like growth facteceptor 1) abhéngigen Signalwegs stellt
eine aussichtsreiche neue Strategie fir die Bebagdlerschiedener Tumorentitaten dar und
ist damit auch eine interessante Zielstruktur fiimiunoliposomen. Der IGF1 Rezeptor gehort
zur Familie der transmenbranen Rezeptor-Tyrosire@&m und besteht aus zweaind zweif
Untereinheiten mit Bindungsaffinitdten sowohl fi@H1 als auch IGF2. Die Bindung der
Liganden an die extrazellularem Ketten resultiert in einer Konformationsanderunes d
Rezeptors und Aktivierung des Phosphatidylinosginase (PI(3)K-Akt-mTOR) und des
Ras/Raf/mitogen-activated protein (MAP) Kinase @lgregs [88-90]. Durch Uberexpression
und UbermaRige Aktivierung spielt das IGF-Systene eébchlisselrolle fir Transformation,
Wachstum und Uberleben von Tumorzellen in einel2di® menschlicher Tumorarten [91-
98]. GEP-NETs und NNR-Cas gehotren zu den Tumoé#&tetit bei denen die Aktivierung von
IGF1-R abhangigen Signalwegen, einschlieflich ePl¢8)K-Akt-mTOR Aktivierung, eine
signifikante Rolle bei der Tumorentwicklung spiel®7, 99-103]. Aufgrund der onkogenen
Eigenschaften des IGF Systems wurden in den letiédmen verschiedene therapeutische
Strategien entwickelt, die am IGF1-R ansetzen. adiegehdéren neben monoklonalen

Antikérpern, Tyrosinkinase-Inhibitoren, antisenddARauch dominant negative IGF-1R Gen
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Varianten und Peptid-Aptamere [88, 95, 104-108khBr konnten einige dieser Substanzen
mit ersten vielversprechenden Resultaten in préidiren und frihen klinischen Studien
getestet werden. Obwohl die Aktivitat der einzeln&ubstanzen flir verschiedene
Tumorentitdten demonstriert werden konnte [108-1¥@jgen neueste Studien, dass
kombinierte Behandlungen mit Zytostatika wie DXRe dEffizienz dieser gerichteten

Therapiestrategien erh6hen kénnen [106, 111-113].

1.9 Ziel der Arbeit

Grundlage dieser Arbeit war die Etablierung und i@@rung bereits beschriebener
Tumormodelle fir endokrine Tumoren sowie die Enkiing neuer Modelle, die die

pathophysiologische Situation im Patienten bes&dilden. Einige dieser Tumormodelle
sollten dann im weiteren Arbeitsprogramm der priakthen Testung therapeutisch aktiver

Substanzen dienen.

Hauptaugenmerk lag jedoch auf der Entwicklung neligosomaler Therapien gegen
endokrine Tumore und deren pharmakokinetische @ peutische Testumg vivo. Hierbei

wurden zwei unterschiedliche Ansatze verfolgt:

1. Die Untersuchung des pharmakokinetischen Verhsltneuer, pH-abhangig-6ffnender
Liposomen im Vergleich zu klinisch schon etabligrtéiposomalen DXR (CaelyR.

2. Die Entwicklung einer neuen gegen den IGF1-Rezemerichteten liposomalen

Tumortherapie und die Evaluierung des pharmakoisicieen und therapeutischen Verhaltens

in vivo.
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2 Material und Methoden

2.1 Laborgerate und Materialien

Geratname/Materialien

Firma

Ampicillin
Bio-Photometer

BrdU Assay

BSA

Caelyx

Caspase Glo 3/7-Assay
CCD-Kamera

DAB (3,3"-diaminobenzidin)

DNA Leiter (50bp, 100bp, 1kb)
Domitor

Dual-Glo™ Luciferase Assay System
ELISA-Mikrotiterplatten-Waschgerat Tecan SLT
Gel Imager

Heizblock Thermomixer kompakt
Homogenisator Ultra Turrax
Hydrocortison

IGF1-R-Antikérper (1H7)

Isofluran - Foren®

Lichtmikroskop (MPS52)

Kanamycin

Ketanest

Liquid Blocker Super PapPen, Fettstift
Living Image Software 2.50
MiniLumat 9506

Mithras multiwellreader

MTT

Novalgin-Tropfen

Pipetten Eppendorf RefereffcBhysioCare
Pipetten Pipetmé&h

Pipettenspitzen

Power Pac 300 (Spannungsquelle)

96 well Polystyren- Platte MaxiSotp
QIAFilter™ Plasmid Midi/Maxi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
Reaktionsgefalle Safe-Lock

Sigma-Aldrich, Steinheim
Eppendorf, Hamburg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Essex Pharma, Miinchen
Promega, Mannheim

IVIS 100 Imaging System, Xenogen,
Alameda, CA, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
New England Biolabsankfurt
Pfizer, Berlin
Promega, Madison, WI, USA
SLThirstruments, Crailsheim
Intas Gottingen
Eppendorf, Hamburg
IKA-Werke, Staufen
Pfizer, Berlin
Acris Antibodies, Herford
Abbott GmbH, Wiesbaden
Leica Microsystems, Wetzlar
Sigma-Aldrich, Steinheim
Pfizer, Berlin
G.Kiskegiffurt
Xenogen, Alameda, CAAUS
Berthold, Bad Wildbad
Berthold, Bad Wildbad
Sigma-Aldrich, Steinheim
Hoechst, Frankfurt am Main
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Middleton, WI, USA
Sarstedt, Nimbrecht
BioRad, Herculks|JSA
Nunc, Langenselbold
Qiagen, Heidelberg,
Qiagen, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
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Geratname/Materialien

Firma

Restriktionsendonukleasen und Puffer
Skalpelle

SPECTRA Mikroplattenreader
Spritzen BD Microfine (U40)

SV Total RNA Extraction System
T4-Ligase

UV-Schirm UVT-28

Vectastain Elite ABC Kit

Victor® 1420 multi-label counter
Whatman Filterpapiere
Z-Competenk.Coli-Transformation Kit
Zentrifuge Biofuge fresco

Zentrifuge Eppendorf 5415D
Zentrifuge Hettich Ultra 2S

Ziege anti-Maus biotinylierter 1IgG
Ziegen-Serum

Promega, Meirmh
PFM, KéIn
SLT Labinstruments, Bhaim
Becton Dickinson, Hellderg
Promega, Madison, USA
Fermentas, St-Leon-Roth
Herolab, Wiesloch
Vector Laboratories, CASW
Perkin Elmer, Rodgau
Schleicher & Schuell, Dassel
Zymo Research, CA, USA
Heraeus, Osterode
Eppendorf, WesselingzBerf
Hettich, Tuttlingen
Vector Laboraas, Burlingame, CA
Jackson Immuno Research Lab Inc

Tabelle 2-1:Alphabetische Auflistung der verwendeten Gerate Matkrialien

2.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Tiere/ Haltung

Herkunft

Balb/c
6-8 Wochen alt, weiblich

Haltung im Tierstall der Medizinischen Klinik Innstiadt

CharlesRiver Germany

in Standard-Maus-Kafigen mit einer Gré3e von 15xc&v Sandhofer Weg 7, 976&ulzfeld
cm x 42 cm und einer Dichte von maximal 8 Tieren pr '

Kéfig

BDF-1
6-8 Wochen alt, weiblich

Haltung im Tierstall der Medizinischen Klinik Inngtiadt

CharlesRiver Germany

in Standard-Maus-Kéfigen mit einer Grol3e von 15xc?7 Sandhofer Weg 7, 9768ulzfeld
cm x 42 cm und einer Dichte von maximal 8 Tierem pr '

Kéfig

NMRI-Foxnl/nu
6-8 Wochen alt, weiblich

Harlan Winkelmann Germany

Haltung in der Zentralen Versuchstierhaltung denikKén s tenstraRe 27. 33178 Borchen
Innenstadt in IVC-Maus-Kéfigen Typ Il long mit eme '
Dichte von maximal 5 Tiere pro Kéfig

Tabelle 2-2:Mausstamme, Alter, Geschlecht, HaltungsbedingungeinHerkunft

26



Material & Methoden 27

2.1 Zellkultur (Zelllinien, Assays, Medien und Zuséze)

Zelltyp und Passagierung Medien und Zusatze
DMEM:F12
hBON 10% FBS
Humanes Karzinoid (1:10) 1% P/S
DMEM:F12
hBON-[pfLuc-N1] 10% FBS
Humanes Karzinoid stabil transfiziert mit [pfLuc-N1:10) 1% P/S
(3.15.1) 400 pg/ml G418
DMEM
mC26 10% FBS
Murines kolorektales Karzinom (1:10) 1% P/S
RPMI 1640
hNCI-H295 10% FBS
. . : . 1xITS
Humanes Nebennierenrindenkarzinom (1:5) 1 x 10° M Hydrocortison
1% P/S
RPMI 1640
hNCI-H295 [pfLuc-N1] 10% FSBS
Humanes Nebennierenrinden-karzinom stabil traresfizi LxIT 8 .
mit [pfLuc-N1] (1:5) 1 x 10° M Hydrocortison
' 1% P/S
(3.1.5.1) 400 pg/ml G418
DMEM:F12
2,5% FBS
mACT1 [114] 5’50 HS

Murines Nebennierenrinden-karzinom transgener Maus 1% ITS

(1:5) 1% PIS
DMEM:F12
MACT7I [114] ggzjz EE;S

Murines Nebennierenrinden-karzinom transgener Maus
; i X ITS
links (1:5) 1% P/S

Tabelle 2-3:Auflistung der verwendeten Tumorzelllinien, Passagig, Nahrmedien und

Zusatze.

Alle Medien und Zusatze fiur die Zellkultur stammtemenn nicht anders erwahnt, von
Invitrogen/Gibco.

2.1.3 Stabile Transfektion und G418-Selektion

Die Transfektion der Zelllinien BON und NCI-H295f@gte mit dem Transfektionsreagenz

TransFast der Firma Promega (Mannheim, Deutschl&hd)fiir wurden je 50 000 Zellen pro
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Vertiefung auf 6well Platten ausgesét, frischesn$tast mit sterilem Wasser angesetzt und
nochmal Uber Nacht bei -20°C gelagert. Am nach3i@m wurde der Transfektionsmix laut
Herstellerangaben fir zwei DNA-Konzentrationen $0und 1 pg) vorbereitet. Nach 10-15
mindtiger Inkubation wurde dann vorsichtig das @etium abpipettiert und je 200 pl
Transfektionsmix tber die Zellen gegeben. Nach Iakion bei 37°C fir eine Stunde wurde
dieser dann mit 1 ml vorgewarmtem Medium UbersdbichiNach 24 Stunden bei 37°C
erfolgte noch mal ein kompletter Austausch des Mé&diums. Vor der dann folgenden
mehrwoéchigen Selektion der transfizierten Zellebh @118 waren fur die Zelllinien BON und
NCI-H295 G418-Konzentrationsreihen durchgefuhrtdeor. Die getesteten Konzentrationen
lagen hier bei 100, 200, 300, 400, 500, 600, 7@®, 00 und 1000 pg/ml G418. Die
ermittelte niedrigste G418-Konzentration, bei diée aicht-transfizierten Zellen starben, lag
sowohl fur BON als auch fur NCI-H295-Zellen bei 4Q@/ml und wurde im weiteren zur
Selektion auf stabile Transfektanden eingesetzt.Bdesatz des Selektionsmediums erfolgte
dabei alternierend mit dem jeweils normalen Zellmet(2.1.2).

2.1.4 Zellproliferations-ELISA, BrdU (colorimetrisch)

Zur in vitro Untersuchung der Zellproliferation wurde der Zedlgerations-ELISA, BrdU
der Firma Roche Diagnostics, Mannheim verwendett Miesem colorimetrischen
Immunoassay erfolgte die Quantifizierung der Zelliieration basierend auf der Messung
des kompetitiven Einbaus des Thymidin-AnalogonsBr&mo-2'-deoxyuridin (BrdU)
wahrend der DNA-Synthese. Hierfir wurden Zellenuimerschiedlicher Anzahl (je nach
Zelllinie) auf 96 well Platten ausgesat und UbectNdei 37°C inkubiert. Vom nachsten Tag
an wurde die jeweilige Testsubstanz dann in eingralen Volumen von 100 pl/well in
Tripletts mit den Zellen im Brutschrank inkubiefflach 72 Stunden folgte die BrdU-
Markierung mit je 10 pl BrdU-Labeling-L6sung und sahliel3ender sechsstindiger
Inkubation. Nach Absaugen des Mediums wurden dike@edann fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit je 200ul FixDenat/well denattiniend fixiert. Dann wurden je 100ul
Anti/BrdU—POD-Arbeitslosung (frisch angesetzte DNNerdiinnung von Anti/BrdU-Stock-
Losung mit Antikdrper-Verdinnungs-Losung) zugegeherd fur 1 — 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieRenden Wasbcitte mit 1 x PBS wurden dreimal
im ,Microplattenwasher” der Firma Tecan (Crailsheibeutschland) durchgefiihrt. Nach
dem finalen Absaugen wurden je 100 ul Substratigsuell zugegeben und noch einmal fur
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Reakwurde dann mit je 25 pl 1M
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H2S0O4 abgestoppt und anschlieend bei 450 nm und 6B, im SPECTRA

Mikroplattenreader der Firma Tecan detektiert.

2.1.5 MTT-Test
Der Nachweis der Zellvitalitat mithilfe des MTT-Tederuht auf der Reduktion des gelben

wasserloslichen Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimetligithl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromids (MTT) durch mitochondriale Dehydrogenasemehder Zellen in ein blau-violettes,
wasserunlosliches Formazan. Der Test wurde im 96 Rlatten-Verfahren durchgefuhrt.
Dafur wurden je 20 000 BON-Zellen pro Vertiefungsgesat und tber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Am néchsten Tag wurden dest3ubstanzen hinzu pipettiert. Nach
72-stundiger Inkubation bei 37°C wurde das Mediumgesaugt und mit MTT versetztes
Medium zugegeben (0,5mg MTT/ ml Medium). Nach zweidiger Inkubation bei 37°C
wurde die gleiche Menge an 10% SDS/ 0,01 M HCI fiigfeund dann colorimetrisch bei
einer Wellenlange von 570 nm mithilfe des SPECTRKrbplattenreaders der Firma Tecan
detektiert.

2.1.6 Luciferase-Assay

Nach stabiler Transfektion von Zellen mit dem PlasrpfLuc-N1 (2.4.1), wurde die
funktionelle Expression des firefly Geirs vitro mithilfe des Dual-GI&™-Luciferase-Assay
Systems der Firma Promega Uberpriuft. Die Messufajges am Luminometer MiniLumat
9506 der Firma Berthold (Bad Wildbad, Deutschland).

2.1.7 Caspase-Assay

Zur Untersuchung der Apoptose Induktion nach Dolmin und 1H7 Behandlung (3.2.2.1)
wurde der Caspase Glo 3/7-Assay der Firma Promdgar(heim, Deutschland) verwendet.
Ausgesat wurden hierfir 20 000 BON Zellen pro veeif einer weil3en 96 well Polystyren-
Platte zur Detektion der Biolumineszenz (MaxiS8kpNunc, Langenselbold, Deutschland)
Fur die kombinierte Behandlung erfolgte eine zvigidige Vorinkubation mit 1H7 vor einer
sechsstiindigen Behandlung mit Doxorubicin. Die Kea erfolgte am Victot 1420 multi-
label counter der Firma Perkin EImer (Rodgau, Dehiésd).

29



Material & Methoden 30

2.2 Tumormodelle

2.2.1 Allgemeines

Bei den etablierten Tumormodellen handelte es sioh Allotransplantationen muriner
Tumorzelllinien in syngene Mause bzw. Xenotrangg@itonen humaner Tumorzellen in
athymische Mause. Die Induktion der Tumoren er®lgtabei, mit Ausnahme vom
Lebermetastasierungsmodell, immer Uber eine subkuliagjektion von Tumorzellen in den
Nackenbereich von Mausen (Abb.: 2-1).

Detektion und Grobenverlauf des subkutanen Tumors

BEX

cr - &

Zeitraum bis zur Tumorentwicklung ?

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Injektion von Tumderelin den

Nackenbereich von Mausen zur Induktion eines swnlart Tumors.

Die murinen Tumorzelllinien C26, ACT1 und ACT7l 12) wurden in ihre syngenen,
immunkompetenten M&ause Balb/c bzw. BDF1 injiziddie Tumorentwicklung fur die
humanen Zelllinien NCI-H295 und BON wurde in hetegen Xenograft-Modellen in

athymischen NMRI nu/nu M&ausen untersucht.

2.2.2 C26 Kolon Karzinom Modell (subkutan und Lebemetastasierung)

6-8 Wochen alte, weibliche Balb/c Mause wurden den Firma CharleRiver Germany,
Sandhofer Weg 7, 97633ulzfeld bezogen. Die Tiere wurden ausschliel3lian z
Tierversuchszwecken gezichtet. Alle Tiere wurdenTierstall der Medizinischen Klinik
Innenstadt gehalten. Die Haltung erfolgte in Statkddaus-Kafigen mit einer Grol3e von 15
cm x 27 cm x 42 cm und einer Dichte von maximali8rdn pro Kafig. Der Tag-Nacht-
Rhythmus betrug 12 Stunden, die Tiere wurdenlibitum mit Standard-Maus-Futter und
Wasser versorgt. Wahrend der aktiven Versuchsteiliolgte zweimal taglich eine
Untersuchung der Tiere, um Verhaltensaufalligkeiten erkennen und die Tiere

gegebenenfalls vorzeitig zu euthanasieren. Ein esghges ,Monitoring* der Mause fand
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uber maximal 12 Wochen statt. Ein Versuchsabbrufdigée bei Erreichen einer maximalen
Tumorgrosse von 1,5 cm, dariber hinaus aber auch Temorexulzeration,
Gewichtsabnahme von Uber 30%, Veranderungen dels lkeld jeglicher sichtbarer,
korperlicher Beeintrachtigung. Die Versuchsteiled udie Durchfiihrung waren von der
Regierungsbehtrde Oberbayern genehmigt.

Die Anzucht der Zellen fir die Tumorinduktion edt# in groRem MaRstab in 225 Tm
Zellkulturflaschen. Auch die weitere Vorbereitungrdu injizierenden C26-Zellen erfolgte
komplett unter sterilen Bedingungen. Nach AbgieBes Zellmediums und Spulen mit 1 x
PBS, wurde mit 5 ml Trypsin/EDTA ca. vier Minuteail37°C im Brutschrank inkubiert und
die Zellen dann nach Zugabe von 20 ml C26-Mediulhés2.1.2) in Suspension gebracht
und in ein 50 ml Réhrchen Gberfuhrt. Nach ansceleler Zentrifugation Gber funf Minuten
(Hettich Ultra 2S bei 3000 Umdrehungen pro Minua)rde der Uberstand abgegossen,
Flissigkeitsreste mit einer Pipette entfernt unsl Eallet in 1-10 ml 1x PBS aufgenommen.
Dann wurde mithilfe eines verdinnten Zell-Aliquadlis Anzahl der Zellen Gber Auszahlung
in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die gewdiesZkllzahl wurde nach mehrmaligen
erneuten Durchmischen der Stammlésung gleichmaliighi ml Reagiergefal3e Gberfihrt und
falls notig das Volumen mit 1 x PBS auf 200 pl/ &efaufgefiillt. Der letzte Schritt unter
sterilen Bedingungen war das Uberfiihren der Aliguiat sterile 1ml U-40 Insulinspritzen
(BD Microfine der Firma Becton Dickinson, HeidelgemDeutschland). Wenn nicht anders
vermerkt erfolgte fir das C26-Modell die Induktialer Tumoren Uber eine subkutane
Injektion von 0,5 x 10 Zellen der murinen Kolonkarzinom-Zelllinie C26 dtas Nackenfell
von Balb/c Mausen. Zur gleichmafiigen Tumorerzeugmogste die Injektion sehr prazise

erfolgen, weshalb eine kurze Inhalationsnarkosdsufturan durchgefiihrt wurde.

Da subkutane Tumormodelle in ihrer Aussagekrafitiér sind, wurde zeitgleich an der
Optimierung der subkutanen Tumormodelle zu Metsstasgsmodellen gearbeitet. Die
Detektion der nicht-exponierten Metastasen sollberiin vivo Biolumineszenz erfolgen.

Mithilfe des Kolon-Karzinom-Modells sollte exempkoh eine Metastasierungsroute
etabliert werden. Hierfir wurden die C26-Zellen &cimst wie schon beschrieben vorbereitet.
Die Tumorzellinjektionen erfolgten unter kurzer rageritonealer Injektionsnarkose von
30u1/10g Koérpergewicht Domitor (=Medetomidin) darrka Pfizer [Lmg/ml] in einer 1:10

Verdinnung mit Kochsalz und 120 pl/10g Korpergewikletanest (=Ketamin) der Firma
Pfizer [5Smg/ml]. Metastasen wurden dann mittelsaiienaler Injektion von 0,5 x 20C26-

Zellen induziert, welche sich nach portaler Streuumder Leber bilden sollten (Abb.: 2-2).
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Die Injektion wurde durch einen kleinen seitlichdalminellen Schnitt mit anschlieRender
Naht durch einen Stich durchgefuhrt. Um einem Prtiaméor in der Milz vorzubeugen, wurde

diese funf Minuten nach Tumorzellinjektion entfernt

Lebermetastasen?
> &>
> . &

>

Injektion von Tumorzellen in die Milz

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung Injektion von C26-Tumderelin die Milz
(dunkelrot dargestellt) von Balb/c Mause zur Induktvon Metastasen in der Leber (braun
dargestellt).

Zur Behandlung eventueller postoperativer Schmeszdite Novalgin (5 Tropfen pro Tier,

Hoechst, Frankfurt am Main, Deutschland) in dierelze eingetropft werden.

2.2.3 BON-Modell

Aufgrund des Fehlens eines syngenen Mausmodelladiiroendokrine Tumoren sollte ein
heterologes System mit Transplantation der huma@®@h Zellen in athymischen NMRI
nu/nu Méausen etabliert werden. Die NMRI nu/nu Mausarden ausschlie3lich zu
Tierversuchszwecken gezichtet und Uber Harlan Wfimken, Gartenstralle 27, 33178
Borchen bezogen. Die Tiere wurden in der Tierhgtder Zentralen Versuchstierhaltung der
Kliniken Innenstadt in IVC-Maus-Kafigen Typ Il longit einer Dichte von maximal 5 Tiere
pro Kafig gehalten. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrBdsiunden, die Tiere werdewl libitum
mit Standard-Maus-Futter und Wasser versorgt. Dogbreitung der Zellen, sowie das
»monitoring* der Mause und die Versuchsabbruchskigin entsprachen denen unter 2.2.2 fir
das C26-Modell beschriebenen. Abweichend wurdemnweicht anders vermerkt, zur
Induktion der Tumoren 1,5 x 1@ellen der humanen Karzinoid-Zelllinie BON subkuia

den Nackenbereich von NMRI nu/nu Mausen injiziert.
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2.2.4 BON [pfLuc-N1]-Modell

Zur erweiterten Verwendung des BON-TumormodellsMétastasierungsmodell, sollte das
subkutane Tumormodell zuné&chst fiirvivo Biolumineszenz-Messungen optimiert werden.
Hierfur wurden BON-Zellen stabil mit dem Plasmid_pé-N1 transfiziert (2.1.3 und 2.4.1).
Die stabilen Transfektanden wurden analog zu de&2rb beschriebenen Vorgehen in den
Nackenbereich von NMRI nu/nu Mausen injiziert. Zuetektion des Tumors mithilfe einer
CCD-Kamera (IVIS 100 Imaging System, Xenogen, AldeeCA, USA) wurden die Tiere
nach Entwicklung eines Tumors Uber eine intrapeeé&be Injektion wie unter 2.2.3
beschrieben narkotisiert. Wenige Sekunden spatedtendas Luciferase-Substrat D-Luciferin
(100ul einer 30mg/ml mit sterilem Wasser angesetktisung, pH 7 mit NaOH) intravenés
verabreicht. Ca. zehn Minuten spater wurde mitRkstektion begonnen. Die Belichtungszeit
betrug dabei ein bis maximal zehn Minuten. Die &ilswertung erfolgte mithilfe der Living

Image Software 2.50 der Firma Xenogen.

2.2.5 NCI-H295-Modell

Die Haltung der Mause, das Monitoring, die Zellhenditung und die Toétungskriterien
entsprachen den unter 2.2.3 und 2.2.4 schon bebemen. Zur Induktion der Tumoren
wurden 1,5 x 10 Zellen der humanen Nebennierenrindenkarzinomigll NCI-H295

subkutan in den Nackenbereich von NMRI nu/nu Mausgriert.

2.2.6 NCI-H295 [pfLuc-N1]-Modell

Zur erweiterten Verwendung des NCI-H295-Tumormadals Metastasierungsmodell, sollte
das subkutane Tumormodell fiin vivo Biolumineszenz-Messungen optimiert werden.
Hierfir wurden NCI-H295-Zellen stabil mit dem PladnpfLuc-N1 transfiziert (2.1.3 und
2.4.1). Das weitere Vorgehen entsprach dem schaer @2.4 fur BON [pfLuc-N1] Zellen

beschriebenen.

2.2.7 BON/NCI-H295-Modell

Das Vorgehen entsprach dabei dem wie zuvor in 218B2.2.5 fir die einzelnen Modelle
beschriebenen. Abweichend wurden hier allerdingsidebe schon beschriebenen
Tumorzelllinien in eine Maus injiziert. Hierfur wae anstatt in den mittleren Nackenbereich,

links und rechts seitlich in die ausgepragte Nabkebh der NMRI nu/nu Mause injiziert. Es
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musste dabei sehr auf die lokale Trennung der iEhstellen geachtet werden, um einer
Vermischung der Tumorzellen vorzubeugen und dasregate Anwachsen der

unterschiedlichen Tunorentitaten zu gewabhrleisten.
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2.3 Experimente zur Entwicklung liposomaler Therapen

2.3.1 Dosisfindung fur EPC/Chol-Liposomen (C26-Mod§

Zur in vivo Untersuchung eventueller Nebenwirkungen bei deraphiingigen Freisetzung
von Doxorubicin aus EPC/Chol-Liposomen, wurde ebesisfindungsstudie durchgefuhrt.
Hierfir wurden zunéchst, wie unter 2.2.2 ausfiuhrbeschrieben, C26-Tumore subkutan im
Nackenfell von 40 Balb/c-Mausen induziert. Soball Tumore zu ertasten waren, wurde den
tumortragenden Mausen (n=5-8) EPC/Chol-Liposomererebestimmten Dosierung (2,5
mg/kg; 5 mg/kg; 8 mg/kg; 10 mg/kg) bzw. 150ul KoalzsLosung intravents appliziert
(Abb.: 2-3).
Liposomeninjektion

{n=5-8/Gruppe)

O, _ Zeitraum bis zu einer TumorgréBe von 1,5 e
NaCl =
Tumor /0? = > > §D
Induktion : ! ' ] o
' 2,5 mg/kg KG EPC/Chol g
(% — —¥ :
& | | ¢
5 mg/kg KG EP g
' . -'- .r" : - -*
. L2 :
8 mg/kg KG EPC/Chol
—p

10 mg/kg KG EPC/Chol

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung des experimentellen Vermggehbei der
Dosisfindung fur den Einsatz von neuen pH-abhafgigetzenden EPC/Chol-Liposomen in
C26 Tumor tragenden Balb/c Mausen. Dosierungen2;6nmg/kg; 5 mg/kg; 8 mg/kg; 10

mg/kg liposomaler Praparationen bzw. 150ul Koch&élkung wurden intravends appliziert.
In den nachfolgenden Tagen wurden die Mause aus daftreten eventueller

Nebenwirkungen hin untersucht und bei Auftretenesgirder unter 2.2.2 aufgefiihrten

Abbruchkriterien unverzuglich euthanasiert.
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2.3.2 Pharmakokinetik pH-abhangig freisetzende SPChol-Liposomen (C26-Modell)

Zur Untersuchung der Verteilung von DoxorubicinK@rper, sowie dessen Blutstabilitdt und
Akkumulation im Tumor bei der pH-abhangigen Freiseg aus SPC/Chol-Liposomen,
wurde eine Pharmakokinetik durchgefuhrt. Hierflrrdan zunachst C26-Tumore subkutan
im Nackenbereich von Balb/c-Mausen induziert (2.2/8aren die Tumore ertastbar, wurde
den Mausen entweder 10 mg/kg SPC/Chol-LiposomenIT(SPEGyliert), SPC/Chol-

Liposomen (konventionell PEGyliert) (2.3.6), Caélyfsterisch stabilisiertes liposomales
Doxorubicin, SSLD), freies Doxorubicin oder 150ubdtsalz-Lésung intravents appliziert
(Abb.: 2-4). Nach 8, 24, 48 und 72 Stunden wurdeejls eine Gruppe (n=7-8) jeden
Behandlungstyps euthanasiert und Blut, Tumor, Stulin, Thymus, Lunge, Gonaden,
Leber, Herz, Haut, Nebennieren, Milz und Nieren ZAestimmung der enthaltenen

Doxorubicin Mengen entnommen.

Liposomeninjektion

(n=7-E Gruppe)
2, 24 48 oder 72 Stunden

l
3
|
*[

MaZl
Tumeor -
Induktion  |— Q’ —_— el
4 10 mg/kg KG SPC/Chal (SPIT)

&2 &% — e

10 mgfks KG EPC/Chol (konrventionell PEGylie )

C, :>' o - — -

10 mefkg KOG Caelyx (351N

& — it ]

10 mgfkg Doxonybicin

Organentnabme

Abbildung 2-4: : Schematische Darstellung des experimentellen Vemgelzur Erstellung
einer Doxorubicin-Pharmakokinetik in C26 Tumor #aden Balb/c Mausen 8, 24, 48 und 72
Stunden nach Behandlung mit je 10 mg/kg SPC/Chpbdédmen (SPIT), Cael§x(SSLD),

freien Doxorubicins bzw. 150ul Kochsalz-L6sung.

Die Organe wurden ziugig und immer in der gleichaihBnfolge entnommen und Blut
mithilfe eines kurzen Kochsalz Bades entfernt. @Qigganentnahme und Aufbewahrung
erfolgte im Rahmen eines straffen Zeitplans, derscMlinuten Sektionszeit/ Maus erlaubte
und weitestgehend geschuitzt vor UV-Licht, um umtaesdliche DXR-Abbauraten in den
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entnommenen Proben zu vermeiden. Die Extraktion Qudntifizierung des in den Proben

enthaltenen Doxorubicins erfolgte dann wie unt8r£2beschrieben.

2.3.3 Pharmakokinetik 1H7 gekoppelter Liposomen (B&-Modell)

Bei der Durchfihrung der Pharmakokinetik 1H7-gelegy Liposomen wurden zwei
unterschiedliche Grundsubstanzen verwendet. Alal®aBraparation dienten entweder die
schon unter 2.3.2 aufgefihrten SPC/Chol-Liposons#iT PEGyliert) oder das kommerziell
erhéltliche CaelyX (SSLD) der Firma Essex Pharma (Miinchen, Deutsdhlatym
Unterschieden im liposomalen PEG-Gehalt aufgrundkagpplung vorzubeugen, wurde zu
SSLD noch mal entsprechende Mengen sterol-BigGSSLD-PEG+). Die BON Tumore
wurden wie unter 2.2.3 ausfiuihrlich beschrieben imckén athymischer NMRI-Mause
induziert und entwickelten sich bis zu einem laagstumordurchmesser von ca. 1 cm. Zu
diesem Zeitpunkt erfolgte dann die Injektion demvgdigen Substanz. Neben einer
Kontrollgruppe ergaben sich weitere sechs Behagdignuppen: SPC/Chol-PEfg,
SPC/Chol-IgG, SPC/Chol-1H7, SSLD-PEG+, SSLD-IgG 8&LD-1H7 (Abb.:2-5).

Liposomeninjektion

|

—er

Kontrolle

v

—————

v

I
z

—&s

SPC/CholChoPEG 40

§ ;; D »
Ind uktion wan

BON SPCCholNHS-1gG
HAenografts /O:;.
‘ o .
f:; SPC/CholNHS-1HT
e

s

v
+

v ]
v y
1 1
L] 1
L4  J
Probenentnahme nach 8 Stunden

_’& >

SSLD-PEGH

& ——— s

SSLD-gs

_,f? — p—— ————p |

SSLD-1H7

Abbildung 2-5: Pharmakokinetik von 1H7-gekoppelten Liposomen in NBQumor

tragenden NMRI Nacktmausen (n=5) nach einmaligehaBdlung mit verschiedenen
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Praparationen: SPC/Chol-PEG1300: SPC/Chol-Liposor&#&tC/Chol-1gG: 1gG-gekoppelte
SPC/Chol-Liposomen, SPC/Chol-1H7: 1H7-gekoppelteC/SRol-Liposomen, SSLD-IgG:
lgG-gekoppeltes Cael{x SSLD-PEG+: nicht-AK-gekoppeltes CaeRfyxSSLD-1H7: 1H7-

gekoppeltes Caelyk. Alle Praparationen waren zu gleichen Teilen SPEGyliert.

8 Stunden nach Verabreichung der liposomalen Pa#ipaen wurden alle Tiere euthanasiert
und sowohl Blut, als auch Tumore entnommen. Die dbabicin Extraktion und

fluorometrische Bestimmung erfolgte wie unter 2 3e4chrieben.

2.3.4 Doxorubicin Extraktion und fluorometrische Bestimmung

Die Doxorubicin Extraktion erfolgte mit geringer passung zu der von Charrois&Allen
beschriebenen Methode [59]. Von den Proben wurderachst 10% wassrige Gewebe-
Homogenisate und 25% Blutldsungen hergestellt. Gaavebezerkleinerung wurde dabei mit
dem Ultra Turrax Homogenisator der IKA Werke (StayfDeutschland) vorgenommen. 200
ul der Proben wurden in ein 2ml Reagiergefald Gberfiind 100 pl 10% Triton X, 200 pl
Wasser und 1500 pl geséauerten Isopropanol (mit ON75alzsdure) zugegeben. Nach
grundlichem Mixen folgte die Extraktion von Doxorcin und seinen Metaboliten bei -20°C
Uber Nacht. Am néachsten Tag wurden die LosungenRaufmtemperatur gebracht und
anschlie3end jeweils 3 Minuten gevortext. Nach hle@ender 40 mindtiger Zentrifugation
bei 10 000 g (Biofuge Fresco von Heraeus, Hanautdgehland) wurden die Proben entweder
sofort analysiert oder bei -80° bis zur Analyseagelt. Zur Analyse wurden 100 pl der
Uberstande in 96 well Platten zur fluorometrischeastimmung (MaxiSorPy!, Nunc,
Langenselbold, Deutschland) tberfuhrt. Die Quanéfung des Doxorubicins erfolgte dann
fluorometrisch im Mithras ,multiwellreader” der laia Berthold (Bad Wildbad, Deutschland)
bei 470 und 590 nm.

2.3.5 Therapie mit 1H7 gekoppelten Liposomen (im BR-Modell)

Zur Untersuchung der therapeutischen Effektivitd? yekoppelter Liposomen im Vergleich
zu den Einzelkomponenten und auch einer kombime@Gabe wurden BON Tumore wie
unter 2.2.3 beschrieben im Nackenbereich von NMRLUS&n induziert. Ab einem langsten
Tumordurchmesser von 0,5-0,7 cm wurde den Tieremai 10 mg liposomal verkapseltes
DXR/kg jeder Praparation bzw. 3mg 1H7/kg Korpergdwiappliziert (Abb.:2-6). Als

liposomale Grundsubstanz wurde wiederum C&e{SLD) eingesetzt. Uber die schon unter
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2.3.3 getesteten SSLD-PEG+, SSLD-IgG und SSLD-1HIrden im therapeutischen
Experiment auch der freie 1H7 Antikorper und dienkinierte Gabe von freiem 1H7 und
SSLD-PEG+ untersucht. Nach Substanzgabe wurdedidie mindestens alle zwei Tage
detailliert auf eventuelle Nebenwirkungen untersuchd der langste Tumordurchmesser

vermessen. Mit Erreichen einer Gro3e von 1,5 coigid die Euthanasierung der Tiere.

Liposomeninjektion WVersuchse nde
l Zeitbis zu einem langesten Tumordurchmesser von 1.5 cm l
— % ! . . e —
Kortrollen i :
. & s
Induktion von E E
BOMN SSLD-PEGH i

i
Henograts ; i
‘ . f ) ? P —— ——eep !
i ;

:p SSLD-lG

=
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i i
SSLD-1HT i i

Y

SSLD-PEGH + freier 1HTI :

Unterschiede in Tumorentwickiung und Uberleben?

L& — N

freier 1H7

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der therapeutischen Erpate an BON Tumor
tragenden NMRI Nacktmausen (n=4) nach einmaligehaBdlung mit verschiedenen
Praparationen. Freier 1H7: freier IGF1-R blockielem AK; SSLD-IgG: 1gG-gekoppelte
Liposomen; SSLD-PEG+: nicht-AK-gekoppelte, nachPHE#Bte Liposomen; SSLD-1H7:
1H7-gekoppelte Liposomen.

2.3.6 Liposomen

Die Herstellung der Liposomen erfolgte durch F&dieiLewrick in der Pharmazeutischen
Technologie der Universitat Freiburg unter Profe$3o Regine Siss. Alle im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzten Liposomen (ausgenommen C&algx Firma Essex Pharma, Miinchen,
Deutschland) wurden von ihr mittels Filmmethode amschliel3ender Extrusion hergestellt

bzw. modifiziert.
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Alle im Folgenden verwendeten Liposomen basiertdrdan drei in Tabelle 2-2 aufgeflihrten
Standard-Lipidzusammensetzungen.  Liposomen  fur hflusszytometrische  und
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden atzlish mit 0,5mol% des

Fluoreszenzmarkers Rhodamin-PE markiert.

Lipidkomponenten Molares Verhaltnis Molaritat und V olumen
EPC/Chol 7/3 10 mM/2ml oder 20 mM/1m
SPC/Chol 7/3 10 mM/2ml oder 20 mM/1mi
HSPC/Chol/MPEG-DSPE | 12, 1/8, 2/1, 14 Essex Pharma

(Caelyx ®)

Tabelle 2-2:Zusammensetzung der verwendeten Liposomen.

Einzelne Praparationen enthielten zuséatzliche Mantlestandteile zum Targeting und zur
Verbesserung der Bluthalbwertszeit, die in denpathenden Methoden- und Ergebnisteilen
explizit aufgeflihrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit kamen zwei Antikérper-Kapgsmethoden liposomaler
Praparationen zum Einsatz: Das konventionelle Veeia unter Nutzung eines MAL-
PEGsoecDSPE-Ankers (Abb.: 2-7) und die neue Sterol-basiBost-Insertionstechnik (SPIT,
sterol-based post-insertion technique; Abb.:2-88].[ Beim konventionellen Verfahren wird
ein aktivierter Anker bereits bei der Produktiom dgosomen in den Bilayer integriert. Der
MAL-PEG.500DSPE-Anker tragt am distalen Ende der PEG-Kette &aleinimid-Funktion
als reaktive Gruppe, welche mit thiolierten Ligandeagieren kann. Die Thiolierung der
Liganden erfolgte vorab (Abb. 2-7, A) und im letzt€opplungsschritt (Abb. 2-7, B) wurde
der aktivierte Antikdrper mit den MAL-PE&GsDSPE-Anker enthaltenden Liposomen Uber
Nacht im Verhéltnis Antikdrper zu Phospholipid 1000mol/mol inkubiert, wobei es zur
Ausbildung eines Thioethers zwischen der Thiolfiorkund der Maleinimidgruppe kommt.
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Abbildung 2-7:: Ablauf der konventionellen Kopplung mit MAL-PEG2505PE

Bei der Sterol-basierten Post-Insertionstechi@RIT, Abb.: 2-8) reagiert in einem ersten
Schritt der Anker mit dem Ligand. Das entstehenamjigat wurde anschlielend bei der

Inkubation mit den fertigen Liposomen selektiv enciul3eren ,Bilayer* eingelagert.

(
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Abbildung 2-8: Ablauf der Sterol-basierten Post-Insertionstech(8®IT) mit Sterol-
PEG1300-Ankern
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2.4 Molekularbiologisches Material und Methoden

2.4.1 Plasmide fir die Klonierung von pfLuc-N1

2.4.1.1 pGL4.17 luc2/Neo]

Fur die Klonierung des neuen pfLuc-N1 Plasmids stabilen Luciferase-Expression in den
Zelllinien BON und NCI-H295 (2.1.3) fur eirig vivo Detektion endokriner Tumoren (3.1.5)
in NMRI Mausen wurde der pGL4.17 [luc2/Neo] Vekider Firma Promega (Mannheim,
Deutschland) verwendet (Abb.: 2-8).

Synthelic polyiA)
signalftranzcriptional

S pause sile
Sarl 3382 {for background
reduchion)
Synthetic
'p(“-:'..:p':. ame l EIQ" II&f1 ) 8
[ [|Acces | | 14
J | I|' Kor | 18
Neof Illlr/ | Eggl::ﬂl 52
L 5
I I| pGLA.17[/ue2/Neo] | Nhe 27
L Vector Xhol |33
SY40 sarly  155980p) EcoR W | 41
anhancar/ Barll 45
promoter Bgllfsfi | 59
Hind 1 55
2013 BamH |
Sv40 lata e o . .
palylA) signal e — L, =

Abbildung 2-8: Schematische Darstellung des Plasmids pGL4.17 /Nexf]. Eingezeichnet
ist neben der multiplen Klonierungsstelle auch fimgdie Firefly Luciferase kodierende luc

2-Gen (Quelle: Promega, Mannheim).

Dieser Luciferase-Reportervektor verfugt zwar, afle Plasmide der pGL4 Reihe, Uber ein
Luciferase- Gen, aber nicht Uber eine Promoterregidas fir die Firefly Luciferase
kodierende luc2-Gen wurde aus diesem Grund in B&HpP-N1Plasmid (2.4.1.2) einkloniert.
Verwendet wurden hierfir die RestriktionsendonuségaHind Il und BamHI (2.4.3), die das
luc2-Insert flankierend in der multiplen Klonierwssgelle und beim spaten SV40 Poly-
Adenylierungssignal schneiden (3.1.5.1). Das Arsetzie Auftrennung, Aufreinigung und

Ligation des Restriktionsansatzes erfolgte wie u2.3 — 2.4.6 beschrieben.
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2.4.1.2 pEGFP-N1

Als Vektorrickgrat wurde das pEGFP-N1 Plasmid dem& Clontech (BD Biosciences
Clontech, Heidelberg, Deutschland) verwendet (Akb.9). Nach Restriktion mit den
Endonukleasen BamHI und Hind 1l in der multipledoKierungsstelle dieses Plasmids,
Auftrennung in einem Agarose-Gel (2.4.5), Isoliggules DNA-Fragments aus dem Gel
(2.4.6) und Ligation (2.4.4) mit dem erhaltenen 2Hgsert (2.4.1.1), erfolgte die
Transformation Z-kompetenter Bakterien (2.4.7).

PEGFP-N1 Vector Information PT3027-5
GenBank Accession #U55762 Catalog #6085-1

Apal |

(4362)
puC Pewv 1
ori

' oy A pEGFP-N1
4.7khb

MCS
(591-671)

Eco01091
(3856

BsrG | (1389

Not(1402)
Xbal” 1m2)

N
Aff 1l 1640)

Dralll{1a74)
Stul
(2579)

5 & EN 3] E31 1] E51 3] ()] EGFP

& CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG GTT GGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGE GAT CCA GGG GTC GCC ACC ATG GTG

Nhel Ecod7lll Bgill  Xhol \ HindIl EcoR1 Psil Sall Kpnl % Apal BamH1 Agel
Sac| Accl Asprigl \ Bspl201 Xmal
Eci13s I Sacll Smal

Abbildung 2-9: Schematische Darstellung des Plasmids pEGFP-NigeEeichnet sind
neben der codierenden Region fir EGFP, auch die dag CMV-Promotors, der multiplen
Klonierungsstelle und der Kanamycin/Neomycin-Resizkassette (Quelle: Clontech,
Heidelberg).

Bakterienklone wurden von LB-Antibiotikum Platteepmckt und in flissigem LB-Medium

mit Zusatz von Antibiotikum Uber Nacht bei 37°C amggen. Aus diesen Flussigkulturen
wurde potentielle pfLuc-N1-DNA mittels Plasmid-Mpmaparation (2.4.9) isoliert und

mithilfe von Restriktionsendonukleasen (2.4.3) Ridhtigkeit Uberpruft (3.1.5.1).
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2.4.2 Quantifizierung von Nukleinséuren

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduésingen wurde die Absorption (OD)
bei 260 und 280 nm bestimmt. Die Bestimmung unce8amung erfolgte mithilfe des Bio-
Photometers der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutadhlaach folgenden Formelin:

Doppelstrangige DNA: ¢ = Qlynmx 50ug/ml
Einzelstrangige DNA und Oligonukleotide: C = @Bmx 33ug/ml
RNA: ¢ = ODRsonmX 40ug/ml

Zur Bestimmung der Reinheit wurde der Quotient@Dsgonmund ODgonm bestimmt. Dieses
Verhéltnis wird umso geringer, je hoher der Praeteil der Probe ist, da bei einer
Wellenlange von 280 nm aromatische AminosaurenAbsorptionsmaximum aufweisen,
wahrend der Absorptionskoeffizient von Nukleins&éwurien Bereich von 260 nm sein
Maximum erreicht. Je hoher also dieses Verhaltres, wlesto reiner war die gemessene

Probe. Bei reiner DNA-LOsung betragt der Quotientlc8.

2.4.3 Restriktionsendonukleasen

Bei Restriktionsendonukleasen handelt es sich umyiaa, die DNA an definierten Stellen
spalten. Die meist verwendeten Restriktionsenzymmkenmen dabei palindromische
Sequenzen von vier, funf, sechs oder acht Basererhalb derer sie ,schneiden®. Die
Aktivitat (1U) wird definiert als die Enzymmengeiedbendtigt wird 1pg eines Standard-
.remplates” (Lambda oder Adenovirus-DNA) in einenoli¥men von 50ul bei optimaler
Temperatur in einer Stunde vollstdndig zu schneitiist wird lambda DNA als Kontroll-

.1remplate” verwendet. Die bendétigte Enzymmengevast der Anzahl der Schnittstellen pro
Nukleotide im ,template” abhangig. Demnach ergibths fir die Berechnung der

einzusetzenden Enzymmenge in Units/ug DNA folgealiéchung:

Linge Standard-template Schnittstellen Test-template

X
Linge Test-template Schnittstellen Standard-template
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir Spaltungen vonADM Allgemeinen die doppelte der
theoretisch bendtigten Enzymmenge eingesetzt. Digylamenge des Gesamtvolumens
Uberschritt aber nie 10%, um das Erreichen einéséinen Glycerinkonzentration im Ansatz
zu verhindern. Verwendet wurden Restriktionsendteaden, und Puffer der Firma Promega

(Mannheim, Deutschland).

2.4.4 DNA-Ligation

Die gerichtete Verknupfung (Ligation) wurde mitlkeilfier niedrig konzentrierten T4-Ligase (1
Einheit/pl) der Firma Fermentas (St. Leon-Roth, BBeliand) durchgefiihrt. Standardméanig

wurde eingesetzt:

1 pl Vektor-Eluat (2.4.7)

8 ul Insert-Eluat

10 pl 2x T4-Ligationspuffer
1pl T4-Ligase (1U/ul)

Nach 2,5 stindiger Inkubation bei Raumtemperatuolgie die Transformation Z-

kompetenter Bakterien (2.4.7)

2.4.5 Visualisierung von DNA mittels Agarose-Gelektrophorese

Zur Visualisierung von DNA-Fragmenten wurde die Agge-Gelelektrophorese verwendet.
Verwendet wurden 0,8 — 1%ige Agarose-Gele. Als QGeld Laufpuffer wurde TBE

verwendet.

10 x TBE-Puffer:

Tris 0,89 mol/I
Borsaure 0,89 mol/l
EDTA-2Na-2H0 (Titriplex III) 0,02 mol/l
Mit gereinigtem Wasser ad 1 Liter

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 8,2 eingestellt.
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Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Feldétstaon ca. 8-10 V/cm. Zur Visualisierung
der DNA wurde dem Gel Ethidiumbromid zu einer Enali@ntration von 1pg/ml zugegeben.
Dieser orange fluoreszierende Farbstoff interkalreit der DNA und ermoéglicht es so
Nukleinsduren nach Anregung bei einer Wellenmlange ca. 300-320 nm anhand ihrer
orangenen Fluoreszenz sichtbar zu machen. Die Agamurde zunéachst in entsprechender
Konzentration 1 x TBE-Puffer aufgekocht, bis sidistandig geldst war. Anschliel3end wurde
Ethidiumbromid zu einer Endkonzentration von lugmgegeben. Das Gel wurde in eine
entsprechende Form gegossen und nach dem ErstdeenGels wurden die mit 5 x
Ladepuffer versetzten Proben aufgetragen und d&tielphorese in einer Power-PAC 300
Gelkammer der Firma Bio RAD (Munchen, Deutschladdijchgefiihrt. Die Visualisierung

erfolgte im Gel Imager der Firma Intas (GéttingPeutschland).

2.4.6 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Das zu isolierende DNA-Fragment wurde, durch kisekchtung des Agarose-Gels auf einer
UV-Platte (320 nm), lokalisiert. Die Markierung dBande erfolgte durch rasche Einstiche
mit einem Skalpell in das Gel. Das AusschneidenGlestiicks erfolgte dann aber ohne UV-
Belichtung. Das weitere Vorgehen erfolgte laut kalsr mithilfe des QIAquick Gel
Extraktions Kits der Firma Qiagen (Heidelberg, Beutand). Die Elutionen erfolgten mit je
50 pl Elutionspuffer. Die Lagerung bis zur Ligatierfolgte bei -20°C.

2.4.7 Transformation Z-kompetenter Bakterien

Die Herstellung Z-kompetenter Bakterien erfolgteclnadem Standard Protokoll des Z-
kompetentee.coli Transformations Kits der Firma Zymo Research (O8A). Das Protokoll

zur Transformation der Bakterien wurde folgenderema¥zariiert:

Allgemeines Protokoll:

(Wurde verwendet zur Transformation von Ligatiorssdaren und fur alle Plasmide, die kein
Ampicillin-Resistenzgen tragen)

Die kompetenten Zellen wurden entweder auf Eis adeter Hand aufgetaut und dann auf
Eis gestellt. Dabei wurde darauf geachtet, dassZditsuspension nur eben flissig, aber
keinesfalls Gber 0 °C erwarmt wurde. Die Zellen deur auf Eis ein- bis zweimal langsam
auf- und abpipettiert. Nach Zugabe von 10 — 10@lagmid DNA bzw. 10 ul eines gekihlten

Ligationsansatzes und mehrmaligem langsamen Aul- Alopipettieren auf Eis wurde der
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Ansatz 20 — 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danaclgti® ein zweiminutiger Hitzeschock bei
42°C. Im Anschluss daran wurden die Zellen nochrfizé Minuten auf Eis belassen ehe
500u! LB-Flussigmedium ohne Antibiotikum zugegelamrden. Danach wurden die Zellen
1 Stunde bei 37°C in einem Schittler inkubiert. ¢iigRend wurde der gesamte Ansatz auf

vorgewarmten LB-Antibiotikum-Platten ausgestrichugrd Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

Vereinfachtes Protokoll:

(Nur fur die Transformation von Ligationsansatzeih Ampicillin-Resistenzgen enthaltenden
Plasmiden geeignet)

Hierbei wurde zunachst wie oben beschriecben vorgpga Anstatt die Zellen in
Flissigmedium ohne Antibiotikum auf dem Schuttlenzkubieren, wurde der bis zu diesem
Schritt erhaltene Ansatz direkt auf LB-Ampicillidaten ausplattiert und dann bei 37°C Uber
Nacht inkubiert.

Retransformation:

(Nur zur Vervielfaltigung von bereits existierendBtasmiden mit Ampicillin-Resistenzgen
geeignet)

Die kompetenten Zellen wurden entweder auf Eis adeler Hand aufgetaut und dann auf
Eis gestellt. Dabei wurde darauf geachtet, dassZdisuspension nur eben flissig, aber
keinesfalls Gber 0 °C erwarmt wurde. Die Zellen deur auf Eis ein- bis zweimal langsam
auf- und abpipettiert. Nach Zugabe von 0,01 — 1Rlasmid DNA und mehrmaligem
langsamen Auf- und Abpipettieren auf Eis wurde Alesatz 2 — 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Danach folgte ein einminttiger Hitzeschock bei 42 Anschluss daran wurden die Zellen
nochmals eine Minute auf Eis belassen und der ketteplAnsatz dann direkt auf LB-

Ampicillin-Platten ausplattiert und tiber Nacht B&°C inkubiert.

2.4.9 Plasmid-Pré&parationen (Mini- und Maxi-Praparation)

Diese Methode dient der schnellen Isolierung vasiid-DNA aus Bakterienzellen. Hierfur
wurden fur eine Praparation in kleinem Mal3stab 2m$prechenden LB-Selektionsmediums
und fir eine Maxi-Praparation 250 ml mit einer Baldnkolonie bzw. schon vorinkubierten
Bakterienkultur angeimpft und 12 — 18 Stunden B&iC3auf einem Schiittler inkubiert. Die
weitere Durchfilhrung erfolgte nach Anleitung dersteller fir das Pure Yielf Plasmid
Miniprep System der Firma Promega und das Qiafittasmid Maxi Kit der Firma Qiagen.
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2.5 Gewebe-Array und Immunhistochemie

Der Gewebe-Array bestand aus 83 Proben verschiedeeeroendokriner Tumore
gastroenteropankreatischen Ursprungs von 59 Paie(tiergestellt und zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr. Aurel Perren, Institut fiatRologie, Universitat Bern, Schweiz). Von
24 Patienten wurden sowohl Primértumore, als audtadasen untersucht [115]. Die
Lokalisation der Primartumore war wie folgt: Colon& Appendix= 30, lleum= 22,
Duodenum= 2 und Gallenblase= 1. Als Vergleich warge zwei Schnitte von Organen
(Niere, Leber, Milz, Pankreas, Dunndarm, Lunge) iewgerschiedener Donoren analysiert.
Die Untersuchungen waren vom lokalen Ethikkommgeeehmigt.

Fur die immunhistochemische Aufarbeitung wurdenidi®araffin eingebetteten Schnitte in
Xylol und einer absteigenden Alkohol-Reihe entplanadiert (jeweils 2x fur 10 min in Xylol,
100 %igen EtOH und 95 %igen EtOH) und danach 1 imidestilliertem Wasser gesplilt.
Anschlie3end erfolgte die Behandlung mit 0,3 % Wessffperoxid (HO, Merck,
Darmstadt) in Methanol (Merck, Darmstadt) fur 20nnbei RT. Dies hat deZweck
endogene, im Gewebe vorhandene Peroxidasen zu idreck weil diese zu einer
unspezifischen Anfarbung des Schnittes fiilhren kénihun erfolgte die Einkreisung der
Objekte zur Verringerung der bendétigten Inkubatidgssngen mit einem speziellen Fettstift
(Super PapPen; G.Kisker). Auf diese Bereiche wuldan eine mit 5 %igem Ziegen-
Normalserum (Jackson ImmunoResearch Lab Inc.) tatesgBlocking solution* (bestehend
aus 3 % (m/v) BSA und 0,5 % (v/v) Tween) getraufelm unspezifische Protein-
Bindungsstellen zu blockieren. Nach 15 min bei Ramperatur wurden die Schnitte dann
mit einem anti-IGF1-R Antikdrper (1H7, Acris Antibes, Herford, Deutschland) tGiber Nacht
bei 4°C und 1:200 in Blocking Puffer verdinnt, einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 15
minutigem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubationt mem in Blocking Puffer
aufgenommenen Sekundarantikérper (Ziege anti-Maustinplierter 1gG; Vector
Laboratories, Burlingame, CA) fur 30 Minuten beiuRdgemperatur. Die Detektion wurde
mithilfe des Vectastain ABC Kits (Vector Laboratsj Burlingame, CA) laut Angaben des
Herstellers durchgefiihrt und die Schnitte dannl fim& einem 30 sekiindigen Inkubation mit
3,3’ -diaminobenzidin  (Sigma-Aldrich, Steinheim, Dsahland) gefarbt und durch
zweimaliges Waschen in PBS gestoppt. Die Schnitteden im Anschluss in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und zur ugeéen Haltbarkeit mit einem Kunstharz
eingebettet (Permount, Fisher Chemicals, New Jersey
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In den meisten Fallen wiesen sowohl die untersuch&iroendokrinen Tumore, als auch die
Kontrollgewebe distinkte Zellpopulationen mit ursteliiedlichen Farbeintensitaten auf. Diese
Zelltypen wurden zunéchst einzeln identifiziert wpgantifiziert und dann zu einem finalen
Farbungsindex aufaddiert (% Zellpopulation A * Rérgsintensitat [0-3] + % Zellpopulation
B * Farbungsintensitat [0-3]).
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung und Optimierung von Tumormodellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten verschiedene murimaormodelle etabliert werden. Im
Vordergrund standen hierbei endokrine Tumormod&llen schnellen ,Screening” allgemein
anti-tumoral wirksamer Substanzen wurde jedoch tzlish noch ein Mausmodell ohne
endokrinen Hintergrund etabliert. Fur die Entwicidujedes Modells wurden zunéchst
Tumorzellen in unterschiedlicher Zellzahl zur Tumduktion subkutan in den

Nackenbereich syngener Mause bzw. athymischer Netlge injiziert (Tab.: 3-1).

Tumormodell/Zelllinie Injizierte Zellzahl | Inkubationszeit | Tumorentwicklung
(Wochen)

NN-Ca/mACT1 1x10 11 Nein
NN-Ca/mACT1 5x 10 11 Nein
NN-Ca/mACT1 8 x 10 8 Nein
NN-Ca/mACT1 10 x 16 8 Nein
NN-Ca/mACT1 12 x 16 5 Nein
NN-Ca/mACT1 15 x 16 4 Nein
NN-Ca/mACT7I 15 x 10 12 Nein
NN-Ca/hNCI-H295 10 x 10 5 Ja
NN-Ca/hNCI-H295 12 x 16 3 Ja
NN-Ca/hNCI-H295 15 x 16 1,5-2 Ja
GEP-NET/hBON 10 x 16 3 Ja
GEP-NET/hBON 12 x 16 1,5 Ja
GEP-NET/hBON 15 x 16 1 Ja
Kolon-Ca/m26 0.5x 16 1,5 Ja
Kolon-Ca/mC26 1x 10 1 Ja

Tabelle 3-1: Ubersicht Gber die Tumorarten, dafir verwendetizZillen und Zelllinien,
Inkubationszeit und Aussage beziglich Tumorentwicgl NN:
Nebennierenrindenkarzinom; GEP-NET: neuroendokrifemore des gastroentero-
pankreatischen Systems; Kolon-Ca: Kolon Karzinom.
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Es wurden je nach Tumormodell Zellzahlen von 5000 08 15 000 000
Tumorzellen/Injektion/Maus verwendet. Ein ,Monitegi® der Tumorinduktion fand
anschlieBend Uber maximal 12 Wochen statt. Hatteh siinnerhalb dieses
Beobachtungszeitraums und nach Injektion der maeimZellzahl kein Tumor entwickelt,
wurde dieses Tumormodell aufgrund mangelnder Falilitat verworfen. Dies war der Fall
fur die murinen Zelllinien ACT1 und ACT7I, die inelizahlen bis zu 15 x £0in den
Nackenbereich ihrer syngenen BDF1-Mause injiziextdgn und bei denen sich auch zwolf
Wochen nach Injektion noch keine Tumore detektiedgf3en. Auf die anderen
Tumormodelle basierend auf der humanen Nebenniareimom-Zelllinie NCI-H295 (3.1.3,
3.1.4), der humanen Karzinoid Zelllinie BON (3.1321.4) und murinen C26, die das Kolon-
Karzinom reprasentierten, wird im Folgenden (3.1dysfuhrlicher eingegangen. Im
Anschluss an die Etablierung subkutaner Xenograftidlle mit guter Reproduzierbarkeit,
wurde im Rahmen dieser Arbeit auch mit der Optiomegr der Tumormodelle fur die
Entwicklung von Metastasierungsmodellen begonneierfiit stand die Anwendung der
Metastasierungstechnik (3.1.1 hepatische Metastegjg und die Entwicklung einer

Methode zur Tumordetektion mittles BiolumineszeBA4 (5) im Vordergrund.

3.1.1 Kolon Karzinom Modell inklusive hepatischer Metastasierung

Zunéchst konnte ein nicht-endokrines Tumormodedbletrt werden, welches ein solides
Tumorwachstum in immunkompetenten Mausen verspfaéh2). Hierbei handelte es sich

um ein Kolon Karzinom Modell unter Verwendung desrmen Tumorzelllinie C26.
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Abbildung 3-1: Doxorubicin-Sensitivitat von C26 Zellen ermittelbaér BrdU-Assay (n=3,
A). Balb/c Maus mit C26 Tumor 12 Tage nach Injektion 1 x 16C26 Zellen bei Erreichen
der maximalen Tumorgréosse von 1,5 cm (B und $&terne kennzeichnen signifikante

Unterschiede gegenluber unbehandelten Kontrollen.
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Da die angestrebten Tumormodelle im Rahmen der iEkitimg einer liposomalen Therapie
mit Doxorubicin (DXR) eingesetzt werden sollten, rder zunachst die Sensitivitat der
Tumorzellen auf DXR mithilfe eines BrdU-Proliferatisassays (2.1.4) getestet (n=3, Abb.: 3-
1 A). Die C26-Zellen zeigten sich hierbei auf deasB dieses Assaya vitro als hoch
Doxorubicin sensitiv. Schon ab DXR-Konzentrationnem 0,005 uM und 0,01 uM war eine
Inhibition der Tumorzellproliferation auf 81,53 % bzw. 40,1+4,7 % (p=0,003) der
Basalwerte detektierbar. Ab einer DXR-Konzentratiom 0,025 uM war keine Proliferation
der C26-Zellen im BrdU-Assay mehr feststellbar. Dégeiteren wurdein vivo die
Tumorinduktion von C26-Xenografts in Balb/c Mausatabliert (Abb.: 3-1B und C). Die
Tumorkinetik folgte den in der Literatur fir diesk®dell beschriebenen kurzen zeitlichen
Verlaufen [116]. So entwickelte sich nach Injektiom 0,5 x 16C26 Zellen ein Tumor einer
gut sichtbaren Grof3e von 0,7 cm in einem Zeitraomelf Tagen und nach Injektion von 1 x
10° Zellen sogar innerhalb von nur sieben Tagen. Zlisktzeichnete sich dieses Modell im
Vergleich zu anderen Zelllinien durch eine relainfache Handhabung aus, da nur geringe
Zellzahlen fir die Etablierung eines Tumors injiziewerden mussten und die
immunkompetenten Mause keine speziellen Haltungsbedgen erforderten. Die
Tumorinduktion erfolgte in den nachfolgenden Velsrcimmer utber die Injektion von 500
000 C26 Zellen in den Nackenbereich der Tiere.

Uber das subkutane Tumormodell hinaus wurden dig-Z&tlen auch fiir die methodische
Etablierung von Metastasierungsmodellen herangezfige7-120]. Bis zu diesem Zeitpunkt
konnte so schon die Entwicklung von Lebermetastasdaolgreich an Balb/c-Mausen
induziert werden (Abb.3-2). Die intralienale Tumeliinjektion in definierter Zellzahl (500
000 Zellen) erfolgte unter kurzer intraperitonealejektionsnarkose nach operativer
Darstellung der Milz Gber einen linksseitigen Rippegenrandschnitt (Abb.: 3-2 A und.B)
Nach anschlieBend&plenektomie zur Vermeidung eines lienalen Prinmiaos (Abb.: 3-2
C) und Hautverschluss (Abb.: 3-2 D) zeigte sichctsachnittlich nach 9 Tagen eine
ausgepragte hepatische Metastasierung durch dieertgn Tumorzellen (Abb.: 3-2 E-G).
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Abbildung 3-2 : Induktion von Lebermetastasen nach intralienalgktion (A - D) von C26

Tumorzellen in syngene Balb/c Maus. MakroskopiscBédd einer Metastasenleber und
histologische Aufarbeitung (H&E-Farbung): Metastdsber (F) und im Vergleich C26-
Tumor (G).

3.1.2 Mausmodell fir neuroendokrine Tumore des gasienteropnakreatischen Systems
(GEP-NET)

Aufgrund des Fehlens eines syngenen MausmodellGEP-NET wurde ein heterologes
Xenograft-Modell humaner BON Zellen in athymischBiMRI nu/nu Mausen gewahlt
(2.2.3). Auch fur die Etablierung dieses Tumormizxdeturden vorab die verwendeten
Tumorzellen auf DXR-Sensitivitat untersucht (n=B)e BON-Zellen erwiesen sicim vitro
als DXR-sensitiv: Ab einer Konzentration von 0,0 pvar eine signifikante Inhibition der
Tumorzellproliferation auf 83,5£2,6 % (p=0,04) dBssalwerts detektierbar. Bei DXR-
Konzentrationen von 0,025 pM und 0,05 pM war didlpfeliferation im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen auf 24,6+2,3 % (p=0,000&) 20,4+4,5 % (p=0,0003) inhibiert.
Ab einer Konzentration von 0,1 uM DXR konnte keiRmoliferation der BON-Zellen im
BrdU-Assay nachgewiesen werden (Abb.: 3-3 A).
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Abbildung 3-3: Doxorubicin-Sensitivitdt von BON Zellen ermittelbér BrdU-Assay (n=3,
A), NMRI nu/nu Maus mit humanem BON-Tumor 15 Tagem Injektion von 15 Millionen
BON Zellen (B). Wachstumskurve subkutaner TumoreTa@e nach subkutaner Injektion
von 15 x 16 BON-Zellen (n=4; C). Sterne kennzeichnen signifilea Unterschiede im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.

Die Verwendung von BON-Zellen zur TumorinduktionNiacktmausen war in der Literatur
schon beschrieben [30, 35]. Die Tumorentwicklungirke aber im Rahmen dieser Arbeit
optimiert werden. Die Tumorinduktion Uber eine kijen von 15 Millionen BON-Zellen
subkutan in den Nackenbereich von athymischen NKiiRhu Mausen (Abb. 3-3 B). Das
BON-Modell zeichnete sich durch ein sehr zuveriessi und gut reproduzierbares
Tumorwachstum aus. Die Abweichungen in der Tumdsgriinerhalb einer Gruppe erwiesen
sich als sehr gering (Abb. 3-3 C).

3.1.3 Nebennierenrindenkarzinom-Modell

Da fur das Nebennierenrindenkarzinom nur sehr veedg]llinien existieren und die murinen
Zelllinien oft einen relativ undifferenzierten Ploiyp aufweisen, wurde ebenfalls die
Etablierung eines heterologen Systems mit Xenogtaft humanen NCI-H295 Zellen in
athymischen NMRI nu/nu Mausen angestrebt. Die Mbgkit NCI-H295-Zellen als
subkutane Tumoren in Nacktmausen wachsen zu lasggin sich aus der Literatur [18],
konnte aber nun weiter optimiert werden. Die Tumduktion erfolgte durch eine Injektion
von 15 Millionen Zellen subkutan in den Nackenbsgeathymischer NMRI nu/nu Mause
(Abb. 3-4 B und C; 2.2.5). Die NCI-H295-Zellen waeseine geringere Sensitivitat fur freies
Doxorubicin auf als die anderen getesteten Zedini Eine signifikante Inhibition der
Zellproliferation war nur bei getesteten Konzentmraén von 0.5 pM (p=0,020), 2,5 uM
(p=0.015) und 5 pM (p=0,0076) DXR im Vergleich znbehandelten Zellen nachweisbar
(Abb. 3-4 A).
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Abbildung 3-4: Doxorubicin-Sensitivitdt von NCI-H295 Zellen erneit Gber BrdU-Assay

(n=3, A), NMRI nu/nu Maus mit humanem NCI-H295-Tun®® Tage nach Injektion von 15
Millionen NCI-H295 Zellen (B) und NCI-Tumor nach tahme bei einem langsten
Tumordurchmesser von 1,5 cm (C). Sterne kennzeichsignifikante Unterschiede im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.

3.1.4 Nebennierenrindenkarzinom/GEP-NET-Modell

Zur Vereinfachung pharmakokinetischer Untersuchangjaer Substanz an zwei endokrinen
Tumorentitaten wurde im Rahmen dieser Arbeit erlstram kombiniertes Xenograft-Modell
aus neuroendokrinem Tumor und Nebennierenrindeimarzetabliert (Abb. 3-5; 2.2.7). Die
Tumore wurden mittels Injektion von 10 x®1BON Zellen und 15 x TONCI-H295 Zellen in
NMRI nu/nu Mausen induziert. Die Tumorentwicklungider Tumorarten verlief erfolgreich
und zeigte zudem eine vergleichbare Wachstumskineti

Abbildung 3-5: NMRI nu/nu Maus mit humanen NCI-H295- und BON-Tuemo 28 Tage
nach Injektion von 15 Millionen NCI-H295 und 10 htinen BON Zellen (A/B/C).
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3.1.5 Optimierung zur Tumordetektion mittelsin vivo Biolumineszenz

Subkutane Tumormodelle bieten wegen des oberféEwhi Tumorwachstums die
Mdoglichkeit einer direkten Kontrolle der TumorgréieWegen der insgesamt
pathophysiologisch nicht relevanten Tumornische der Subkutis nehmen allerdings
Metastasierungsmodelle eine zunehmende Bedeutargyaklinisches Modell ein. Fur diese
disseminierten und/oder in der Tiefe wachsenden oFmeflen sind jedoch geeignete
Methoden erforderlich, die eine Quantifizierung demormasse erlauben. Ausgehend von
den subkutanen Tumormodellen wurden daher Erfalemuggsammelt, die in einem weiteren
Schritt auf die Metastasierungsmodelle angewendaetlen sollen. Hierfir wurden NMRI-
Mause mit etwa 0,7 cm groRen BON Tumoren mitRgsitronen-Emissions-Tomographie
(PET, Abb. 3-6 A) oder Tumor Perfusion mithilfe v@omputer Tomographie (CT, Abb. 3-6
B und C) dargestellt.

e

o .
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Abbildung 3-6: Bildgebung eines humanen BON Xenografts in einayraischen NMRI
nude Maus (A) mithilfe der Positronen-Emissions-Bgmaphie unter Verwendung einés-
FDG (2-['°F] Fluor-2-deoxy-Glucose) Tracers und der Tumorfi®on mittels Computer
Tomographie (B und C)

Die PET-Aufnahmen wurden von Frau Dr. Mustafa (Mlbteg fur Nuklearmedizin, Klinikum
der Universitat, Miinchen) durchgefiihrt. Verwendeirare fiir die Aufnahmef®rF-FDG (2-
[®F] Fluor-2-deoxy-Glukose) als Marker. ZH]Fluor-2-deoxy-Glukose wird im 1.
Stoffwechselschritt (Phosphorylierung) in der Zelie2 Glukose behandelt und dient daher
als Marker fur den regionalen Glucose-Stoffwech&th erhohter Glucose-Stoffwechsel
findet sich im Herz, im Gehirn und in Tumor-Zelldie Darstellung des BON-Tumors durch
PET war moglich, die erhaltenen Signale allerdirgjativ gering. Das Gesamtergebnis war
demnach nicht ausreichend, um auf dieser Basis-@iow-up des Metastasierungsmodells

etablieren zu konnen.
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Herr Dr. Berger (Abteilung fur Radiologie, Klinikuiter Universitat, Miinchen) erméglichte
die Tumor-Perfusionsmessungen eines BON Xenograftslfe der Computer-Tomographie.
Doch auch diese Darstellung des Tumors war unlgiéfead, der Tumor ohne Wissen um die
Lokalisation vermutlich nur schwer erkennbar. Aussdn Grinden wurde eine andere Art
der Bildgebung, die sogenannten,vivo Biolumineszenz® angestrebt. Die etablierten
endokrinen Tumormodelle sollten so mithilfe stdhilciferase exprimierender Tumorzellen
fur die Darstellung mittels ip vivo Biolumineszenz® optimiert werden. Das dafur
erforderliche Expressionsplasmid, mit LuciferasexGenter einem Kkonstitutiv aktiven
Promotor und einem in Saugetieren selektionierbaviarker, musste zunachst noch kloniert

werden.

3.1.5.1 Klonierung des Expressionsplasmids pfLuc-N1

Als Grundgerust fur das erstellte Luciferase-Exgimssplasmid diente der pEGFP-N1-
Vektor (2.4.1.2). Dieser enthielt neben einer rpldin Klonierungsstelle auch einen in
Saugetierzellen konstitutiv aktiven CMV-Promotorduals selektionierbaren Marker das

Kanamycin/Neomycin-Gen (Abb.: 3-7 A)

A HindII  BamHI

Restriktion
Hind I BamHI

Abbildung 3-7: Schematische Darstellung der Linearisierung voGpE-N1 mit Hindlll
und BamHI (A), der Restriktion von pGL4.14¢2/Neo] mit Hindlll und BamHI (B) und der

57



Ergebnisse 58

Ligation des linearisierten pEGFP-N1-Plasmids n@tnduc2-Gen (C). BamHI/HindlIIl (1)
und Xhol/Notl (2) -Restriktionen zur Kontrolle depfLuc-N1-Klonierung. Als
Langenstandard diente die 1kb DNA Leiter der Fifnamega (D).

Nach Restriktion des Plasmids pEGFP-N1 in der Mldti Klonierungsstelle mit den
Restriktionsendonukleasen Hindlll und BamHI und chihieRender Darstellung des
linearisierten Vektors in einem Agarosegel, wur@des tinearisierte, 4,7 kb groRe Fragment
aus einem 1% Agarose-Gel eluiert. Fur die Erstglldas ,Inserts* wurde eine Restriktion
des Vektors pGL4.1Mic2/Neo] (2.4.1.1) ebenfalls mit den Restriktionsenddeasen Hind

[l und BamHI vorgenommen (Abb.: 3-7 B). Das, dagiferase-Gen enthaltende Fragment
von 2,1 kb, konnte anschlieRend durch Auftrennumgimem Agarosegel und anschlieRender
Eluierung von dem 3,5 kb groRen Vektor-Anteil gettewerden. Im Anschluss erfolgte die
Ligation von linearisiertem pEGFP-N1 untucz-,Insert® (Abb.: 3-7 C) und die
Transformation z-kompetenter Bakterien mit dem tigesansatz. Nach der Anfertigung von
Plasmid-Minipraparationen (2.4.9) wurden Kontrodlspngen mit den Restriktionsenzymen
Xhol/Notl bzw. BamHI/Hindlll durchgefiihrt. Bei einerfolgreichen Klonierung wurde ein
3,9 kb groRRes Vektor-Fragment und ein pfLuc-EGF&gRrent von 2,8 kb bzw. ein 4 kb
grol3es Vektor-Fragment und ein pfLuc-Fragment véb 2rwartet. Das so erhaltene Plasmid
(Abb.:3-7 D), das im Folgenden als pfLuc-N1 bezeé&th wird, wurde zur stabilen

Transfektion von Tumorzellen eingesetzt.

3.1.5.2In vitro Luciferase Detektion

Um eine stabile Luciferase-Expression in den Zedh, die flur die endokrinen
Tumormodelle verwendet wurden zu gewdahrleistendeniBON und NCI-H295-Zellen mit
pfLuc-N1 transfiziert und in den darauf folgendemdNen alternierend mit G418 auf dieses
Plasmid hin selektiert (2.1.3) Die Expressionslevetschiedener Klone wurden mittels
Luciferase-Assay (2.1.6) verglichen (Abb.: 3-8).
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Abbildung 3-8: Luciferase-Assays fur jeweils drei Klone der stabilit pfLuc-N1
transfizierten Zelllinien BON (A) und NCI-H295 (B).

Die Luciferase-Expressionslevel unterschieden ssthrk zwischen den verwendeten
Zelllinien, aber auch zwischen den individuellenoén. Fir beide Zelllinien wurde der
jeweils am starksten lumineszierende Klon (BON Klaimd NCI-H295 Klon3) fur eine

Injektion in Versuchstiere ausgewahlt.

3.1.5.3In vivo Luciferase Detektion

Die stabilen Transfektanden BON [pfLuc-N1] Klon AdUNCI [pfLuc-N1] Klon 3 wurden in
groBem Malistab in der Zellkultur angezogen und5eMillionen Zellen subkutan in den
Nackenbereich athymischer NMRI-Nacktmause injiz{2r2.4 und 2.2.6). Nach drei Wochen
Tumorwachstum wurde zunachst Luciferin intravenggliaiert und dann die Mause mittels
intraperitonealer Domitor/Ketamin-Injektion fir diBildgebung narkotisiert. Etwa zehn
Minuten nach erfolgter Anasthesie wurde die Detektmithilfe einer speziellen CCD-
Kamera vorgenommen. In den Versuchstieren warenbfide Tumorarten spezifische
Signale auRergewdhnlich hoher Intensitat deteldiefAbb. 3-9 A und B).

Zusammen mit der Etablierung des hepatischen Metiastingsmodells (3.1.1) wurde durch
die Entwicklung der stabilen Transfektanden BONL{jgfN1] Klon 1 und NCI-H295 [pfLuc-
N1] Klon 3, die in Kombination mit NMRI Mausen fidie Tumor-Detektion mithilfe vom
vivo Biolumineszenz geeignet sind, die Grundlagen zuntwiklung neuer,

pathophysiologisch relevanter, endokriner Tumormedgeschaffen.
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[0bx

Abbildung 3-9: In vivo biolumineszierender BON [pfLuc-N1] Klon 1-Tumor YAnd NCI-
H295 [pfLuc-N1] Klon 3-Tumor (B) in NMRI nu/nu Maes.
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3.2 Entwicklung liposomaler Therapien gegen endokne Tumore

Die Optimierung liposomaler Therapien kann mithilierschiedener Modifikationen
erfolgen. Hierzu gehdren neben unterschiedlichewezkapselnden Substanzen, einer grof3en
Auswahl an Lipiden und Veranderungen der Vesikédgroauch die Modifikation der
liposomalen Oberflache und des gewéhlten Beladwrt@wens. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zum einen neue pH-abhéngig freisetzendeshipen erstmalgs vivo untersucht,
deren Eigenschaften auf einem veranderten Beladarfgbren beruhten (3.2.1), sowie eine
neue IGF1-Rezeptor-Antikdrper (IGF1-R-AK) gekoppeltiposomale Therapie entwickelt
(3.2.2). Als Vergleichspraparationen dienten frelXR und CaelyX (SSLD). Die
Herstellung der liposomalen Praparationen, soweeadifgefiihrten FACS-Analysen wurden
von Felicitas Lewrick am Institut fir pharmazeutiscTechnologie der Universitat Freiburg
(AG Suss) durchgefuhrt.

3.2.1 pH-abhangig freisetzende EPC/Chol-Liposomen

Im Rahmen einer Untersuchung zur Optimierung ddadBegsverfahrens von Liposomen
mit DXR wurden am Institut fir pharmazeutische Treabgie der Universitat Freiburg (AG
Siiss) neue, pH-abhangig freisetzende Liposomerestetly, die im Vergleich zu Cael§x
(SSLD, Abb.: 3-10 A) DXRin vitro bei niedrigem pH-Wert verstarkt freigaben (Abb-1(B
B, 2.3.6, [62]).
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Abbildung 3-10: Darstellung der unterschiedlichen DXR-Freisetz(mwB) von CaelyX (A)
und mittels eines Ammonium-Phosphat-Gradientendesler EPC/Chol-Liposomen (B) bei
einempH-Wert von 7,4 ; 6,5 oder 5,5.
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Eine hohere DXR-Akkumulation im sauren Milieu desmiorsin vivo kbnnte in vermehrter
therapeutischer Effektivitat im Vergleich zu gelmtilichem liposomalen DXR wie Cael§x
resultieren. Diese Annahme wurde im Rahmen dieseeiAmithilfe des C26-Modells (3.1.1)
Uberpruft. Hierbei wurde zusatzlich eine neue PEgByhgstechnik (SPIT, Sterol-basierte
Post-Insertionstechnik) fiur die Herstellung der g@bhangig freisetzenden Liposomen
verwendet und erstmals deren Auswirkungen auf Elbistat und

Akkumulationseigenschaften des verkapselten DXR$umor untersucht (3.2.1.2).

3.2.1.1 Dosisfindung fur pH-abhangig freisetzende EC/Chol-Liposomen

Da die pH-abhangig freisetzenden Liposomen zuves&hliel3lichin vitro getestet wurden,
gab es keinerlei Vergleichswerte zu Dosierung @lentuell auftretenden Nebenwirkungen
fur in vivo Experimente. Aus diesem Grund wurde eine Dosisfigd(2.3.1) durchgefihrt.
Verwendet wurden hierbei Konzentrationen, die samhverstarkter DXR-Freisetzung die fur
DXR beschriebene maximal tolerierte Dosis fur Mausieht Gberschreiten wirden. Die
gewahlten vier Konzentrationen lagen bei 2,5 mgg,58mg und 10mg verkapseltem DXR
pro kg Korpergewicht. Die intravendse Liposomerktign erfolgte nach sichtbarer
Entwicklung eines subkutanen C26-Tumors. Der Zaitrabis zum Erreichen einer
TumorgréRe von 1,5 cm wurde gemessen. Zu diesenpuféit, beim Vorliegen einer
Tumorexulzeration oder sichtbarer Beeintrachtigdieg Mause durch den Tumor, wurden
diese euthanasiert. Wahrend des gesamten Beobgshaitnaums und unter engmaschigem
.Monitoring” konnten keinerlei Auffalligkeiten aneh Versuchtieren (n=5-8) beobachtet
werden. Alle gewdahlten Konzentrationen konnten dachnals fur die Versuchstiere
einsetzbar eingestuft werden. Aus den erhaltené@rDaurden zusétzlich die entsprechenden
Uberlebenskurven ermittelt, anhand derer sich teridé# eine Abhangigkeit der
Uberlebenszeit von der eingesetzten DXR-Konzewomatbleiten lieR (Abb.: 3-11). Eine
signifikante Verlangerung der Mittleren UberlebegisZTage) war fir eine Dosierung von
10mg/kg Korpergewicht pH-abhangig freisetzender EPGI-Liposomen (SPIT) (9,6+1,4)
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (4,63x@%0.01) und im Vergleich zu 2,5 mg/kg
(6,83+0,5; p=0,03) und 5mg/kg (5,88+0,61; p=0,0@psomalen Doxorubicins detektierbar.
Aufgrund dieser ersten Hinweise auf Vertraglichkeid therapeutische Effizienz wurde fur

die folgenden Versuche eine Wirkstoffkonzentratron 10mg/kg Korpergewicht gewahlt.
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Abbildung 3-11: Effekte auf die Uberlebenskurve von C26-Tumor tralga Balb/c Mausen
(n=5-8) nach Behandlung mit pH-abhéngig freiseteend EPC/Chol-Liposomen

verschiedener Konzentrationen.

3.2.1.2 SPIT PEGylierte vs. konventionell PEGylieg pH-abhangig freisetzende
SPC/Chol-Liposomen

SPC/Chol-Liposomen sind den im vorangegangenen u¢brsverwendeten EPC/Chol-
Liposomen strukturell so &hnlich, dass zwischensathe Praparationen keine grof3en
Unterschiede in der Pharmakokinetik zu erwartenewabie SPC/Chol-Liposomen wurden
daher aus methodischen Griunden zur HerstellungaRegn Mal3stab gewahlt. Um jedoch
eventuelle Auswirkungen der neuen SPIT-Technik inergleich zur konventionellen

Kopplungstechnik  ausschlieen zu konnen, wurden IBKRstabilitit und

Tumorakkumulation zweier Vergleichspraparationemmigelt (2.3.2). Die intravendse

Injektion von 10mg/kg liposomaler Préparation egfelnach Entwicklung eines subkutanen
C26-Tumors in Balb/c-Mause (n=5-7). Die DXR-WerteBlut und Tumor (ug/g Gewebe
oder ml Blut) 8, 24, 48 und 72 Stunden nach Veiahtng wurden anschlie3end ermittelt.
Die DXR-Blutstabilitdt der konventionell PEGylientdiposomalen Préparation erwies sich

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 8 - tdBdéh nach Verabreichung
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signifikant stabiler, als die SPIT-PEGylierten Lgomen (8 Std.: konv. 1,26+0,05 vs. SPIT
0,91+0,03, p= 0,0005; 24 Std.: konv. 1,03+0,08SRIT 0,02+0,02, p<0.0001; 48 Std.: konv.
0,86+0,11 vs. SPIT 0,03+0,03, p=0,0001; 72 Stdnvkd,84+0,12 vs. SPIT 0,00+0,00,

p=0,0001; Abb.: 3-12 A).
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Abbildung 3-12: In vivo Doxorubicin (DXR) Akkumulation in Blut (A) und C2Bumoren
(B) 8, 24, 48 und 72 Stunden nach einer einmalBemandlung von Balb/c Mausen (n=5-7)
mit konventionell PEGylierten (weil3e Balken) odePIB PEGylierten (graue Balken)

SPC/Chol-Liposomen.

Sterne kennzeichnen signifikkatinterschiede gegenuber

der

konventionellen Praparation des gleichen Zeitpunkts

Die DXR-Akkumulation der SPIT-Gruppe im Tumor higge lag trotz der deutlich

erniedrigten Blutstabilitat fur den ersten Mesgagitkkt signifikant hoher, als die der
konventionell PEGylierten Liposomen (8 Std.: koh\89+0,55 vs. SPIT 4,86+0,18, p= 0,01).
Fur die anderen Zeitpunkte waren zwischen den k&ydenen Préparationen keine
signifikanten Unterschiede detektierbar (24 Stank 2,00+0,39 vs. SPIT 1,87+0,48; 48
Std.: konv. 1.21+0.131 vs. SPIT 2,3+1,08; 72 Skibnv. 1,01+0,25 vs. SPIT 0,5310,18;
Abb.: 3-12 B). Aus den vorliegenden Daten konnta mehliel3en, dass die SPIT-Technik im

Vergleich zu einer konventionellen PEGylierung lkeifNachteile in Bezug auf die

Tumorakkumulation birgt.

3.2.1.3 Organdosen fir pH-abhangig freisetzende ERPChol-Liposomen (SPIT)

Des Weiteren wurde die Wirkstoff-Akkumulation deH-sabhangig freisetzenden, SPIT-

PEGylierten Liposomen im Vergleich zu freiem DXRdwsterisch stabilisiertem, liposomalen
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DXR (CaelyX’, SSLD) untersucht (2.3.2). Caefy/setzt sich zusammen aus hydriertem Soja
Phosphatidylcholin (HSPC), Cholesterol und 1,2edsbdyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-[methoxy-poly-(ethylenglycOR] (MPEG). Die Préaparation
zeichnet sich gerade aufgrund der letztgenanntemp@oente durch eine sehr hohe
Blutstabilitat, damit einhergehende effiziente V8idéfakkumulation in Tumoren und einen
im Vergleich zu freiem DXR reduziertem Nebenwirkprefil aus. Die experimentelle
Vorgehensweise der pharmakokinetischen Testungrdiegiparation, entsprach der schon
unter 3.2.1.2 fur die Ermittlung von Organdosensdbeiebenen (n=5-8). Die verwendeten
Substanzen wurden wiederum in einer Konzentratemnd0mg/kg Korpergewicht eingesetzt.
Die Probenentnahme erfolgte ebenfalls nach 8, Bl,udd 72 Stunden. Die DXR-
Konzentrationen (ug/ ml) im Blut waren fur pH-abb#n freisetzende, SPIT-PEGylierte
SPC/Chol-Liposomen (8 Std.: 0,91+0,03, p<0,0001;S#d.: 0,02+0,02, p<0,0001; 48 Std.:
0,03+0,03, p=0,005; 72 Std.: 0,00+0,00, p=0,00Bnayso wie fur freies DXR (8 Std.:
0;22+0;05, p<0.0001; 24 Std.: 0;22+0,09, p<0,0008;Std.: 0,58+0,18, p=0,01; 72 Std.:
0,00+0,00, p=0,003), im Vergleich zu Caélyf8 Std.: 10,32+0,82; 24 Std.: 6,16+0,61; 48
Std.: 2,35+0,54; 72 Std.: 1,00+0,23) deutlich edrigt (Abb. 3-13 A).

A Doxorubicin Stabilitat im Blut B Doxorubicin Akkumulation im Tumor
15+ 50 Tt ttt

ttt Kkk o T*I: — Doxorubicin
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0 | = M i_ 0-
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ug Doxorubicin/ ml Blut
ug Doxorubicin/ g Gewebe
—+

N Caelyx
8 Std. 24 Std. 48 Std. 72 Std. 8 Std. 24 Std. 48 Std. 72 Std

Abbildung 3-13: In vivo Doxorubicin (DXR) Akkumulation in Blut (A) und C2Bumoren
(B) 8, 24, 48 und 72 Stunden nach einer einmalBemandiung von Balb/c Mausen (n=5-8)
mit verschiedenen Praparationen. Sterne kennzeicsigaifikante Unterschiede von Cagelyx
gegenuber freiem DXR, Kreuze im Vergleich zu SPOITEPIT].

Ebenso wenig reichte freies DXR (8 Std.: 0,74+0525),0003; 24 Std.: 0,17+0,13, p<0,0001;
48 Std.: 0,86+0,57, p=0,0003; 72 Std.: 1,42+0,360,p02) oder die neue liposomale
Praparation (8 Std.: 4,86+0,18, p=0,029; 24 St@740,48, p<0,0001; 48 Std.: 2,3+1,082,
p=0,001; 72 Std.: 0,53£0,18, p<0,0001) an die DXkkunulationswerte im Tumor von
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CaelyX’ heran (8 Std.: 0,22+0,05, p<0,0001; 24 Std.: 0)23% p<0,0001; 48 Std.:
0,58+0,18, p=0,01; 72 Std.: 0,00+0,00, p=0,003; A»k3 B).

Zusatzlich wurden weitere Proben (Stuhl, Urin, TlngmLunge, Gonaden, Leber, Herz, Haut,
Nebennieren, Milz und Nieren) entnommen und die BX&umulation gemessen.

Beispielhaft sind in Abb. 3-14 die Organdosen flendZeitpunkt 48 Stunden nach
Verabreichung aufgefuhrt.

50+

1 Doxorubicin
40 === SPC/Chol [SPIT]
E Caelyx

30+

20

pg Doxorubicin/
g Gewebe (ml Blut)

Abbildung 3-14: In vivo Doxorubicin (DXR) Akkumulation in verschiedenenganen und
C26-Tumoren 48 Stunden nach einer einmaligen Béhagdon Balb/c-Mausen (n=7-8) mit
verschiedenen Préparationen.

Im Urin (9,0£2,0), der Leber (8,8+1,9), der Milz,8&1,9) und den Nieren (8,8t£1,4) kam es
hierbei zu einer leichten Akkumulation von Caélyxie im Vergleich zu freiem DXR in
allen untersuchten Organen signifikant erhéht wam( 3,4+0,9, p=0,02; Leber: 0,6+0,3, p=
0,0005; Milz: 1,8+0,5, p= 0,016; Nieren: 1,8+0,70p0004). Die SPC/Chol-Liposomen
nahmen hier eine Mittelstellung zwischen Ca&lyxnd freiem Doxorubicin ein. Fir die
SPC/Chol-Liposomen waren die DXR Werte im Urin 4, ®, p=0,042) und den Nieren
(1,7+0,76, p=0,0008) im Vergleich fimely¥ signifikant erniedrigt, fiir Leber und Milz gab
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es hier jedoch keine signifikanten Unterschiederghehen mit DXR gab es ebenso keine
signifikanten Unterschiede im Urin und den Nieratlerdings eine signifikant hohere
Wirkstoff-Akkumulation in Milz (6,0+1,6, p=0,018)ndl Leber (5,7£2,0, p=0,0195). Auch in
den Gonaden und in der Lunge reicherte sich belyga&abe signifikant mehr DXR an

(Gonaden: 3,1+0,5; Lunge: 4,0+1,2), als bei Apglikavon freiem DXR (Gonaden: 1,0+0,6,
p=0,0162; Lunge: 1,0+0,44, p=0,0227) oder SPC/Cimbsomen (Gonaden: 1,1+0,6,
p=0,0283; Lunge: 0,4+0,3, p=0,0097) feststellbar. rir Herz, Haut und Thymus konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Reijmen detektiert werden (Herz DXR:
0,5+0,3, SPC/Chol: 0,2+0,2, Caefyx1,2+0,7; Haut DXR: 0,7+0,5, SPC/Chol: 1,1%0,6,
CaelyxX’: 2,1+0,9; Thymus DXR: 5,5+1,2, SPC/Chol: 3,62@aelyX’: 5,5+0,8).

Zusammenfassend konnte fir die neuen pH-abhangigefzenden Liposomen festgestellt
werden, dass die liposomale Beladung mit DXR nstteines Ammonium-Phosphat-
Gradienten zu keiner Erh6hung der DXR-Freisetzungsauren Milieu des Tumors fihrte.
Zudem spielte der Einsatz der neuen SPIT-Koppleepsiik keine entscheidende Rolle. Die
Tumor-Akkumulationswerte und Blutstabilitat einetatgierten Praparation wie Caefx

konnten weder nach konventioneller PEGylierung,hnaach SPIT-PEGylierung, erreicht
werden. Obwohl die DXR-Akkumulation im Tumor niclals einziger Parameter die
therapeutische Effizienz definiert, war bei den o Unterschieden im Vergleich zu
CaelyX’ keine vermehrte therapeutische Wirkung der newiekelten Liposomern vivo zu

erwarten.
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3.2.2 Der IGF1-Rezeptor als therapeutisches Target

Der IGF1-Rezeptor stellt fir eine Reihe verschiedemumorentitdten eine interessante
therapeutische Zielstruktur dar. Zum einen solieeldberexpression ein aktives Targeting zur
Verbesserung der Effizienz und Spezifitdt von Igpraalen Chemotherapien erlauben, zum
anderen spielt der IGF1-Rezeptor durch seine emangktivierung selbst eine entscheidende
Rolle bei der Tumorgenese und Tumorzellproliferati&tr die nachfolgenden Versuche
wurde der IGF1-Rezeptor-blockierende Antikorper 1M&rwendet, welcher mit hoher
Affinitdt an die alpha-Untereinheit des IGF1-Reneptbindet, die Bindung der nativen
Liganden IGF1 und IGF2 inhibiert und somit als ftiokeller Antagonist fungiert [121]. Um
zu Uberprifen ob sich GEP-NET Tumore flir eine Bdharg mit einer anti-IGF1-R
gerichteten Therapie eignen, wurden zunachst di€1i8 Expressionslevel anhand
menschlicher Tumorproben im Vergleich zu normalerew€be immunhistochemisch
untersucht (Abb. 3-15).

A 300
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Abbildung 3-15: IGF1-R Expressionsanalyse verschiedener menschlicBEP-NET
Tumorproben im Vergleich mit normalem Gewebe. Stekennzeichnen signifikante

Unterschiede gegentber Tumor Material (A). Die @&ilda-l zeigen Beispiele fir die
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immunhistochemischen Farbungen der verschiedenerlége Tumore [a-f], Niere [g], Leber
[h], Milz [i], Pankreas [j], Dunndarm [k] und Lungd (B). Die Zahlen reprasentieren das
Ergebnis der Auswertung, welches sich zusammenseizt prozentualem Anteil positiv

gefarbter Zellen und den jeweiligen Farbungsintéien [0-3].

In den untersuchten GEP-NET Proben konnte eine lgteplasmatische Expression des
IGF1-Rezeptors (Féarbungsindex: 229,1 = 3.1 %) inrgiééch zu den Kontrollgeweben
(Niere, 123,8 £ 6,0 %; Leber, 7 134,8 £ 2,4 %; Mil38,1 + 1,2 %; Pankreas, 130,5 + 4,1 %;
Dunndarm, 92,8 £ 2,8 %; Lunge, 74,4 £ 2,4 %; je@esvebe p<0,0001 vs. GEP-NET, Abb.:
3-15 A+B) detektiert werden. Auch im Vergleich rdgm durchschnittlichen Farbungsindex
aller untersuchten gesunden Gewebe (115,7 + 3,7 kétinte fir alle untersuchten

Patiententumore eine erhdhte IGF1-R-Expressiongewiesen (p<0,001).

3.2.2.1 IGF1-Rezeptor-Inhibition und Doxorubicin ab Kombinationstherapie gegen
GEP-NETs

Zunachst wurde die Wirkung des anti-IGF1-R-Antikéngp 1H7, freien DXRs und der
kombinierten Gabe auf Zellproliferation, Zellvit@ii und Apoptoseinduktion in humanen
BON Tumorzellen mittels BrdU, MTT und Caspase Assayersucht. DXR bewirkte eine
signifikante Inhibition der BON Zellproliferationni dosisabhangiger Weise (0,625 ng/mi:
43,7+4,0%, p=0,0015 und 2,5 ng/ml: 7,6+1,3%, p=010@s unbehandelte Kontrollen,
100,0+6,9%; Abb. 3-16 A). Gleichermal3en resultiatie Behandlung mit DXR in einer
signifikanten Abnahme der Zellvitalitat (85,3+£3,2%)n Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen (100,0+1,9%, p=0,03; Abb. 3-16 B)aimber hinaus kam es unter Doxorubicin
zu einer Apoptose-Induktion, gemessen an einer ttnng der Caspase 3/7 Aktivitat
(122,6+4,9%), im Vergleich zu Basalwerten (100,@%45; p=0,01) (Abb. 3-16 C). Eine
einmalige Behandlung mit freiem 1H7 resultierte ®&iner Reduktion der BON
Zellproliferation (78,4+1,7%, p=0,02s unbehandelte Kontrolle). Zudem war eine leichte,
aber nicht signifikante, Abnahme der Zellvitalitéd4,2+2,6%, p=0,2vs unbehandelte
Kontrolle), sowie auch eine Erhdhung der CaspaseARtivitat (125,7+1,7% p= 0,0008s
unbehandelte Kontrolle) detektierbar. Obwohl koneile Behandlungen fur alle Assays in
signifikanten Effekten im Vergleich zu unbehandeltgellen resultierten (Proliferation:
0,625 ng/ml DXR und 1 pg/ml 1H7: 37,5+2,7%, p=0,8@)5 ng/ml DXR und 1 pg/ml 1H7:
4,2+0,5%, p<0,0001; Vitalitat: 78,4+3,9%, p=0,02pdptose: 131,7+1,4%, p<0,0001),
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unterschieden sich die induzierten Effekte nichlgngikant von einer alleinigen DXR

Behandlung.
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Abbildung 3-16: In vitro Effekte von Doxorubicin (DXR) und freiem IGF1-Rockierenden
Antikorper (1H7) auf Zellproliferation (A), Zellatitat (B), und Caspase Aktivitat (C) in

humanen neuroendokrinen BON Zellen. Die Zellen waréntweder mit 0,625 ng/ml oder
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2,5 ng/ml DXR (hellgraue Balken) oder 1pg/ml 1Hurusétzlich 0,625 ng/ml oder 2,5
ng/ml DXR (weil3e Balken) fur 24 Stunden fur BrdUsAgs (A), mit 250 ng/ml 1H7 und 2,5
ng/ml DXR fur 24 Stunden fir MTT Assays (B) und Imb1H7 plus 8ug/ml DXR fur 8
Stunden fur die Quantifizierung der Caspase Akityitoehandelt. Sterne kennzeichnen

signifikante Unterschiede gegentber unbehandeltaririllen.

3.2.2.2 Zellulare Interaktion von anti-IGF1-R-AK gekoppelten Immunoliposomen mit

humanen Tumorzellenin vitro

Die Herstellung der im weiteren eingesetzten lipoaslen Praparationen, sowie die in Abb. 3-
17 und 3-18 dargestellten vitro Experimente wurden von Felicitas Lewrick am Instfiir
pharmazeutische Technologie der Universitat Frgb@AG Siss) im Rahmen einer
Kooperation zur Entwicklung neuer, liposomaler Hpeen gegen endokrine Tumore
durchgefuhrt. Zum IGF1-Rezeptor Targeting wurde aeti-IGF1-R-AK 1H7 an Standard-
Liposomen (SPC/Chol) gekoppelt. Um eine effektiverahkerung des Antikoérpers an der
liposomalen Oberflache zu erreichen wurde die aatton unter 3.2.1 eingesetzte ,sterol-
based post-insertion technique“ (SPIT, Abb. 2-Mwemndet. Die zellulare Assoziation dieser
spezifisch-gekoppelten Liposomen im Vergleich zehtigekoppelten und unspezifisch-
gekoppelten Praparationen mit BON Zellen wurden cloflusszytometrisch (FACS)
untersucht (Abb.: 3- 17 A).

A B
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Zellulare Assoziation [%]

37° 4° | 37°  4° [ 37° 4°

Fluoreszenz Lichtbild
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plain SPC/Chol
SPC/Chol-1gG
SPC/Chol-1H7

Abbildung 3-17: Zellulare Assoziation von IGF1-R-AK gekoppelteiphsomen (SPC/Chol-
1H7) basierend auf SPC/Chol/Rhodamin-PE bei 37 AG 4 °C im Vergleich zu nicht-
gekoppelten (plain SPC/Chol) und unspezifisch-gpktipn (SPC/Chol-lgG) Liposomen mit
humanen BON Zellen mittels FACS Analyse (n =3) (#)d fluoreszenzmikroskopische
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Aufnahmen der Internalisierung spezifisch gekompeltSPC/Chol/Rhodamin-PE-1H7
Liposomen (rot; DAPI angefarbte Zellkerne , blaB). (

Die FACS-Analysen ergaben hohe und signifikantelulzek Interaktionen spezifisch
gekoppelter 1H7-Liposomen (44,2+1,6%) mit den &B8&n, wahrend nicht-gekoppelte oder
unspezifisch an einen IgG-AK gekoppelte Liposomdnohtn mit den neuroendokrinen
Tumorzellen interagierten (0,5£0,3% und 0,8+0,3%0),0001 vs. SPC/Chol-1H7). Dartber
hinaus deutete ein Mangel an zellularer Assoziatmn 4°C (1,58+0,0%) auf eine
Internalisierung spezifisch gekoppelter LiposomanmBindung an den IGF1-R hin, welche
durch Visualisierung intrazellularer Fluoreszenm vbH7-gekoppelten Liposomen in der
Fluoreszenzmikroskopie bestatigt werden konnte (ABKHL7 B). Durchflusszytometrische
Analysen mit den Zelllinien MCF7 (64,9+2,3% vs. 4t0,1%, p<0,0001), Kelly (21,8+2,9%
vs. 0,02+0,009%, p=0,002) und DU145 (31,9+0,7%066+0,02%, p<0,0001) bestatigten
diese Ergebnisse auch fir weitere menschliche Tazetibnien, welche Brustkrebs,

Neuroblastom und Prostatakarzinom reprasentierbh.GA18).
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Abbildung 3-18: Zellulare Assoziation von IGF1-R-AK gekoppelteipdsomen (SPC/Chol-
1H7) basierend auf SPC/Chol/Rhodamin-PE bei 37 A@ 4 °C im Vergleich zu nicht-
gekoppelten (plain SPC/Chol) und unspezifisch-gpktipn (SPC/Chol-IgG) Liposomen mit
Kelly, MCF7 und DU145 Zellen mittels FACS Analyse=R).

Diese Analysen belegten demnach ein hochspeziisdidives Targeting 1H7-gekoppelter
Liposomen am |IGF1-Rezeptor verschiedener Tumonziell in vitro. Diese
vielversprechenden Ergebnisse wurden im Rahmenerdiésbeit mithilfe des BON-

Xenograft-Modellsn vivo untersucht.
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3.2.2.3 Pharmakokinetik 1H7 gekoppelter Liposomen

Zur Untersuchung des aktiven Targetingsvivo, wurden verschiedene mit DXR beladene
SPC/Chol-Praparationen, entweder mit einem speh#is 1H7-AK (SPC/Chol/NHS-1H7)
oder mit einem unspezifischen IgG-Ak (SPC/Chol/Nig&) modifiziert. Als Kontrolle
wurden Ak-ungekoppelte, aber ebenfalls PEGylief&&hol-Liposomen verwendet. Acht
Stunden nach Injektion von 10 mg liposomal-verktipeeDXR/kg Kérpergewicht wurden
die BON-Tumor tragen NMRI-Mausen euthanasiert uadhnExtraktion des DXR dessen
Verteilung (ug/g Gewebe oder ml Blut) in den entnoenen Proben (Tumor, Blut, Leber,
Milz, Nebennieren, Gonaden) analysiert (Abb. 32.8;3 und 2.3.4).
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Abbildung 3-19: In vivo Doxorubicin (DXR) Akkumulation in verschiedenenganen (A),
BON Tumoren (B) und Blut (C) 8 Stunden nach einemaligen Behandlung von NMRI
nu/nu Mausen (n=5) mit verschiedenen liposomalefpdtationen. Sterne kennzeichnen
signifikante Unterschiede gegenuber SPC/Chol-B&G wahrend Kreuze signifikante
Unterschiede zwischen SPC/Chol/NHS-IgG und SPCICI$-1H7 reprasentieren.

Wahrend alle Préaparationen zu keiner oder nur ivelgéringer DXR-Akkumulation in
Nebennieren (SPC/Chol-PEG: 0+0; SPC/Chol/NHS-1g&®; GPC/Chol/NHS-1H7: 0£0) und
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Gonaden (SPC/Chol-PEG: 1,7+1,1; SPC/Chol/NHS-IgA+47; SPC/Chol/NHS-1H7:
8t4,4) fuhrten, war in der Leber eine deutliche K&fioff-Anreicherung detektierbar
(SPC/Chol-PEG: 24,2+9,6; SPC/Chol/NHS-IgG: 33,3+5PC/Chol/NHS-1H7: 33,1+2,8;
Abb. 3-19 A). Die Verabreichung spezifisch-gekopgelSPC/Chol/NHS-1H7-Liposomen
fuhrte Uberdies zu einer auf3ergewohnlich hohen XReicherung in der Milz (132+11,65)
verglichen mit 1gG-gekoppelten (31,9+7,6, p<0.000dnd ungekoppelten Liposomen
(18,2+3,5, p<0,0001). Die DXR-Werte im Blut warear fSPC/Chol/NHS-IgG (1,1+0,3;
p=0,045) und SPC/Chol/NHS-1H7 (0,9%0,3; p=0,03) Wergleich zu den PEGylierten
SPC/Chol-Liposomen (2,3+0,4) signifikant erniedrifAbb. 3-19C). Bezogen auf die
Tumorakkumulation waren nach 8 Stunden keine sigmten Unterschiede zwischen 1H7-
gekoppelten und Kontroll-Liposomen detektierbai343, vs. 5+0,2). Die DXR-Werte der
unspezifisch gekoppelten Préaparation (3,6+0,3)Hagegegen signifikant niedriger als die
der 1H7-Liposomen (p=0,008). Die Kopplung des dptien 1H7-Antikdrpers bewirkte
einen Anstieg der DXR-Akkumulation im Tumor verdien mit SPC/Chol/NHS-1gG (Abb.
3-19 B). Fur die folgendem vivo Experimente wurde kommerziell erhaltliches, stdris
stabilisiertes, liposomales DXR (SSLD, Caélyxals Grundsubstanz verwendet. Um das
IGF1-R-Targetingin vivo zu untersuchen, wurde die Oberflache des SSLDdemien mit
einem spezifischen 1H7-Ak (SSLD-1H7) bzw.- mit emenspezifischen IgG-Ak (SSLD-
IgG) modifiziert. Um Unterschiede in der Blutstatéit durch unterschiedlichen liposomalen
PEG-Gehalt zu vermeiden, der durch die bei der Komsprozedur verwendeten Anker
hatten bedingt sein kdnnen, wurden entsprechendegéfe sterol-PEGy zu der nicht-
gekoppelten SSLD Kontrollgruppe (SSLD-PEG+) gegebém die Untersuchungen der DXR
Akkumulation im Tumorgewebe und der Blutstabilitétvivo wurden BON-Tumor tragende
NMRI Nacktmause mit 10 mg liposomal-verkapseltenR¥g Korpergewicht behandelt.
Acht Stunden nach einer einmaligen Gabe wurde¥ie-Werte der Proben bestimmt. Eine
leichte Akkumulation in den Gonaden (SSLD-PEG++9%,8; SSLD-IgG: 9,8+1,32; SSLD-
1H7: 7,6£2,4) war fur alle Praparationen in diedérperiment erkennbar, ebenso wie eine
hohe Anreicherung der ungerichteten Liposomen mMebennieren im Vergleich zu SSLD-
IgG und SSLD-1H7 (SSLD-PEG+: 46,1+32,1; SSLD-IgG7+42,7; SSLD-1H7: 1,7+1,7).
Hierbei variierten die Messwerte allerdings geréidteSSLD-PEG+ deutlich (Abb. 3-20 A).
Auch in diesem Experiment zeigte sich die schoralvdyeobachtete DXR Akkumulation in
der Leber (SSLD-PEG+: 20,3+6; SSLD-lgG: 32,8+17; LB9H7: 32,848,8), die
Anreicherung in der Milz (SSLD-PEG+: 5,1+1,75; SSIgh: 5,3+2,75; SSLD-1H7:

9,5+0,9) war hingegen nicht so stark ausgepragzewer bei den SPC/Chol-Liposomen. Vor
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allem eine aul3ergewohnlich hohe DXR-Anreicherung 1é7-gekoppelten Praparation in
der Milz, wie fur SPC/Chol/NHS-1H7 im vorangegangenversuch, war nicht erkennbar
(SSLD-1H7: 9,5£0,9 vs. SPC/Chol/NHS-1H7 132+11,650,0001). Die DXR Werte im
Blut (ug/ml Blut) waren im Vergleich zu den SPC/CGhigposomen deutlich erhéht, aber fir
die SSLD-Praparationen untereinander nicht sigamfikverschieden (SSLD-PEG+ 13,4+1,0
vs. SSLD-IgG 10,6+1,2, p=0,13 und SSLD-1H7, 9,3+p;3,15; Abb.: 3-20 C).
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Abbildung 3-20: In vivo Doxorubicin (DXR) Akkumulation in verschiedenenganen (A),
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BON Tumoren (B) und Blut (C) 8 Stunden nach einemaligen Behandlung von NMRI
nu/nu Mausen (n=5) mit verschiedenen liposomalépé&tationen. SSLD-PEG+: nicht-AK-
gekoppelte Liposomen; SSLD-IgG: IgG-gekoppelte kmen; SSLD-1H7: 1H7-gekoppelte
Liposomen. Sterne kennzeichnen signifikante Unkeesie gegentiber SSLD-PEG+, wahrend

Kreuze signifikante Unterschiede zwischen SSLD-lgd SSLD-1H7 reprasentieren.

Im Gegensatz dazu war die DXR Akkumulation im Tur{iog DXR/g Gewebe) fur SSLD-
IgG signifikant reduziert (6,1+1,9, p=0,02) und etadls geringer fuir SSLD-1H7 (12,1+1,1,
p=0.17) im Vergleich zu SSLD-PEG+ (20,6+4,7; Ali20 B). Besonders hervorzuheben ist
hierbei, dass die detektierten DXR Konzentratiomen Tumor Gewebe fir SSLD-1H7
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signifikant hoher waren, als die fur SSLD-IgG (p34), was nicht auf Unterschiede in der
Blutstabilitat zurtickgefuihrt werden kann.

3.2.2.4 Therapeutische Wirksamkeit von anti-IGF1-RAK-gekoppelten

Immunoliposomen gegen humane BON Tumor Xenografts

Die antitumorale Wirksamkeion anti-IGF1-R-AK-gekoppelten Liposomewurde anhand
von humanen neuroendokrinen BON Xenografts in atbginen NMRI Nacktmausen vivo
untersucht (2.3.5; Abb.: 3-21 A).
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Abbildung 3-21: Effekte auf Tumordurchmesser von BON-XenografisNMRI nu/nu
Mausen (A) und Uberlebenskurve (B) der Tiere (nndph einmaliger Behandlung mit

verschiedenen Praparationen. Freier 1H7: freierll®Fblockierender AK; SSLD-IgG: IgG-
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gekoppelte Liposomen; SSLD-PEG+: nicht-AK-gekoppdliposomen; SSLD-1H7: 1H7-

gekoppelte Liposomen.

Verwendet wurden hierbei die auf Caély(SSLD) basierenden Praparationen, die in den
Vorversuchen die besseren Ergebnisse fur Blut-B&thind DXR Akkumulation im Tumor
gezeigt hatten (3.2.2.3). Die Tiere wurden einmiall® mg liposomal verkapseltem DXR/kg
Korpergewicht jeder Praparation behandelt, nachdienTumore eine Grol3e von 0,5-0,7 cm
erreicht hatten Diese therapeutischen Untersuchudgenonstrierten die Uberlegenheit der
neuen SSLD-1H7 Liposomen im Vergleich zu unbehdadeKontrollen genauso wie
gegeniber SSLD-PEG+, SSLD-IgG, freiem 1H7 und denlknierten Gabe von SSLD-
PEG+ und freiem 1H7. Eine einmalige Behandlung$&t.D-1H7 fuhrte zu einer deutlichen
Verzdgerung des Tumorwachstums. Demzufolge wareingém gewahlten Versuchsdesign
mit Mausen mit grolen BON Tumoren, auch signifieariEffekte auf die Mittlere
Uberlebenszeit (Tagen) schon nach einer einmaBggrandlung mit den neuen anti-IGF1-R-
Ak gekoppelten Immunoliposome8SLD-1H7 (31,5+2,2) verglichen mit unbehandelten
Kontrollen (19£0,6, p= 0,008) und ebenfalls im Mergh zu allen anderen Behandlungen
(freier 1H7, 20+0,8; p=0,007; SSLD-IgG, 20+1,4; pB3{@5; SSLD-PEG+, 22+1,8; p=0,02;
SSLD-PEGH+ plus freier 1H7, 23+2,4; p=0.03; Abb2BB und Tabelle 3-2), nachweisbar.

Mittlere Erh6hung der Signifikanz Signifikanz
Uberlebenszeit Lebenszeit gegeniber gegeniiber SSLD-

[Tage] [%] Kontrollen 1H7
unbehandelt 19+0,6 0,008
freier 1H7 20+0,8 5,3 NS 0,007
SSLD-IgG 20+1,4 53 NS 0,006
SSLD-PEG+ 22+1,8 15,8 NS 0,02
SSLD-PEG+ & 1H7 23+24 21,1 NS 0,03
SSLD-1H7 31,5+£2,2 65,8 0,008

Tabelle 3-2: Effekte auf die mittlere Uberlebenszeit und Erhidpuder Lebenszeit nach
therapeutischen Experimenten mit verschiedenen sdipalen Praparationen (n=4).
Erhéhung der Lebenszeit = (Mittlere Uberlebenszeltandelter Tiere / Mittlere Uberlebens-
Zeit unbehandelter Tiere x 100) -100; NS = nicph#ikant (p>0,05).
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Hieraus hatte sich nach Behandlung mit SSLD-1H7e esignifikante Erhdhung der
Lebenszeit von 65,8% abgezeichnet, wahrend fur SBEG+ (15,8%) und die kombinierte
Gabe von SSLD-PEG+ und freiem 1H7 eine tendenziglf®hung mittlerer Uberlebenszeit
und Lebenszeitverlangerung im Vergleich zur Komgrolppe detektiert werden konnte
(21,1%).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl endokrine dumodelle in der Maus etabliert und
optimiert, als auch neue liposomale Tumortherapngthilfe dieser Modelle entwickelt und
getestet.

4.1 Etablierung und Optimierung von Tumormodellen

4.1.1 Kolon Karzinom Modell inklusive hepatischer Metastasierung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zunachst ein nidllis&rines Tumormodell zur allgemeinen
Untersuchung anti-tunoraler Substanzen etabliertd urnur Erstellung hepatischer
Metastasierungsmodelle optimiert werden. Die Tumiovieklung entsprach dabei den in der
Literatur beschriebenen kurzen zeitlichen Verlaufgh6]. Neben dem zeitlichen Aspekt
bietet dieses Modell den Vorteil der guten Handlaakéit des Zellvolumens, da hier im
Vergleich zu anderen Modellen eine relativ geringellzahl flr die Tumorinduktion
ausreichend ist. Da die etablierten Tumormodelleernster Linie der Untersuchung neuer,
Doxorubicin enthaltender, liposomaler Praparatiomienen sollten, wurde Uberdies die
Doxorubicin-Sensitivitat der eingesetzten Zelllmigberprift. Flr die verwendeten murinen
C26-Zellen war im BrdU-Proliferations-Assay ein rk&s Ansprechen auf Doxorubicin
detektierbar (3.1.1). Zudem wurde das C26-Modelie wwchon zuvor in der Literatur
beschrieben [117-119], zur  methodischen Etablierunginer  hepatischen
Lebermetastasierungsroute herangezogen. 9 Tage Thactorzellinjektion in die Milz,
konnte eine ausgepragte hepatische Metastasiernngler Leber behandelter Mause
nachgewiesen werden. Die Methode konnte demzufaiigégreich angewendet werden und
steht unserer Arbeitsgruppe nun auch fur die Ekdwitg neuer Metastasierungsmodelle zur

Verfiigung.

4.1.2 Mausmodelle fur neuroendokrine Tumoren (NET bw. GEP-NET)

Wie fur das BON-Modell in der Literatur [35] und ten 3.1.2 beschrieben, fuhrt die
subkutane Inokulation Zellen der Tumorzelllinie B@N 100% zur Bildung von Tumoren in
athymischen Nacktméausen. Die BON-Zellen erwieserth siudem im BrdU-Assay als
Doxorubicin-sensitiv, ein wichtiges Charakteristiku fir den spéateren Einsatz zur
Untersuchung einer Anti-IGF1-R/Doxorubicin-Kombiiwaistherapie (3.2.2.1). Im Rahmen

dieser Arbeit erfolgte die Tumorinduktion tber eingektion von 15 Millionen Zellen und
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resultierte in ziigigem, sehr zuverlassigem undrgoitoduzierbarem Tumorwachstum. In der
Literatur ist fir den therapeutischen Einsatz otmeVerwendung besonderer bildgebender
Verfahren in der Regel ein methodisch komplizieNesgehen Uber eine Injektion von 10
Millionen BON-Zellen, Wachstum Uber 6 Wochen, Tusrdnahme und Aufteilung, sowie
nachfolgender Reimplantation in Mause, gefolgt eamer erneuten Phase des Anwachsens,
beschrieben [33, 35, 122, 123]. Evers et al. nenaamonsten als charakteristische
Wachstumszeit der Zelllinie BON in athymischen Natkusen nach Injektionen von 10 bzw.
20 Millionen Zellen einen Zeitraum von 10 bzw. 7g€a bis zum ersten Sichtbarwerden der
Xenografts [35]. Im Rahmen dieser Arbeit waren gr ®Regel 5 Tage nach einmaliger
subkutaner Tumorzellinjektion schon BON-Tumore ei@ed3e von 0,3-0,5 cm detektierbar.
Diese Verbesserung, hinsichtlich des zeitlichena@fs der Tumorentwicklung, war dabei in
erster Linie auf die Optimierung des methodischesrgéhens, wie z.B. zigigeres und

schonenderes Vorbereiten der Zellen und schnéllemgorzellinjektion, zuriickzufthren.

Laut Literatur stehen als gut reproduzierbarerivo Modelle neuroendokriner Tumoren nur
Xenograft-Modelle mit subkutaner Tumorinduktion Zderfigung [30, 124-126], Dieses
Vorgehen erleichtert zwar die Quantifizierung dembrentwicklung, vernachlassigt aber die
pathophysiologische Relevanz der Tumornische. Eemezelne Studie beschreibt die
hepatische Metastasierung von BON-Tumorzellen nattalienaler Injektion[127]. Fur
einen effizienten Einsatz pathophysiologisch raiea Tumormodelle sind allerdings
geeignete bildgebende Verfahren unerlasslich, dwe &ontrollierte Quantifizierung der
Tumormasse in der lebenden Maus erlauben. Dag$etablierte BON-Tumormodell wurde
daher herangezogen, um in einem ersten Schrittiereisde Bildgebungsverfahren auf ihre
Einsetzbarkeit zu testen. Hierfir wurden BON-Tunttagende Mause zundchst in der
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) oder TumerfuBion mithilfe von Computer
Tomographie (CT) dargestellt (3.1.5). Die PET-Aufmeen wurden durch Frau Dr. Mustafa
(Nuklearmedizin der Medizinischen Klinik InnenstadtMinchen), die Tumor-
Perfusionsmessungen von Herrn Dr. Berger (Radielatgs Klinikums Grof3hadern in
Munchen) durchgefihrt. Fir beide Verfahren war gdddie Problematik der herkémmlichen
Bildgebungen ersichtlich. Die Darstellung eines BONnors durch PET war zwar
erfolgreich, die erhaltenen Signale allerdings @ssgnt relativ gering. Zudem ist bei der
Verwendung von'®F-FDG (2-f®F] Fluor-2-deoxy-Glukose) als Marker auch immereein
gewisse Akkumulation in anderen Organen detektrertha es sich um einen Marker des

regionalen Glucose-Stoffwechsel und nicht um eimersschliel3lich tumor-spezifischen
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Marker handelt. Eine solche tumor-unabhéangige Akldation wurde auch schon beim
Einsatz von*?3-Metaiodobenzylguanidint3-MIBG) in BON-Tumor tragenden M&usen
detektiert [125]. Zudem wird im letztgenannten Radrab eine zusatzliche Injektion von
MIBG zur Verbesserung des Verhdltnisses der TumontNIrumor-Akkumulation
vorgeschlagen. Hierdurch wird die methodische Ardbamkeit aufgrund zweimaliger
Injektion bei grofRen Versuchsgruppen deutlich exsech Auch die Darstellung eines BON-
Tumors in der CT-Angiographie war nicht zufriedetellend. Die Signalintensitat im
Zielgewebe war sogar noch geringer und die Hinterdgaktivitat im Vergleich zum PET
noch mal deutlich erhdht, was eine weitere Adaptiea Verfahrens fir einen préklinischen
Einsatz notwendig machen wiurde.

Aus diesen Grinden wurde an der Optimierung deshbebenen Tumormodells zur vivo
Biolumineszenz  gearbeitet. Zusammen mit der unterl.13 beschriebenen
Metastasierungsroute soll das Verfahren zukinfieg Grundlage fur die Entwicklung von
Metastasierungsmodellen endokriner Tumore bildexa let al. zeigten mithilfe retroviraler
Transformation von BON Zellen die prinzipielle E#tgbarkeit dein vivo Biolumineszenz
fur das BON-Tumormodell [124]. Da fir diese Art dBretektion allerdingsin vitro
zeitaufwendige Vorabreiten bis zur Standardisiemidiyy sind, befinden sich solche Modelle
trotz klarer Vorteile noch nicht in breitem Einsaltm Rahmen dieser Arbeit konnten sowohl
das erforderliche Expressionsplasmid kloniert 81, die stabile Transfektion der BON
Zellen und Luciferase-Expressidn vitro (3.1.5.2), als auch die Detektion am murinen
Modell in vivo (3.1.5.3) erfolgreich durchgefihrt werden. In d€arsuchstieren waren
spezifische Signale aul3ergewdhnlich hoher Intansitéioe relevante Hintergrundaktivitat
detektierbar (Abb. 3-9 A). Diese Methode war deninic das BON-Modell den weiteren
verfigbaren Techniken, wie PET und CT, im Tiermbdeutlich Gberlegen.

4.1.3 Mausmodelle fir Nebennierenrindenkarzinome

Es existieren zurzeit nur wenige Zelllinien, dies abeeignete Modelle fir das
Nebennierenrindenkarzinom genutzt werden konnene \W&hon unter 1.1 ausfuhrlich
beschrieben, wird aufgrund verschiedener tumorfipezer Charakteristika in der Regel die
Tumorzelllinie  NCI-H295 als Standardmodell fur Nebe&renrindenkarzinome

zuruckgegriffen [10, 16, 17] . Wie in der Literatund unter 3.1.3 beschrieben flhrt die
subkutane Inokulation von NCI-H295 Zellen zur Bitdduvon Tumoren in athymischen
Nacktmausen. Logié et al. beobachteten fir die Ektung von NCI-H295-Xenografts eine

Wachstumszeit von durchschnittlich 6,5 Wochen neicdmaliger Tumorzellinjektion von 6
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Millionen Zellen an [18]. Im Rahmen dieser Arbeiangn in der Regel schon 1,5 bzw. 5
Wochen nach einmaliger subkutaner Injektion vonbz®. 5 Millionen NCI-H295-Zellen
schon Tumore in einer Grof3e von 0,3 cm nachweidhiase Verbesserung hinsichtlich des
zeitlichen Ablaufs der Tumorentwicklung war dabeie auch schon fur das BON-Modell
(4.1.2) beschrieben, in erster Linie auf die Optimng des methodischen Vorgehens, wie die
Vorbereitung der Zellen und den zeitlichen Ablaef dumorzellinjektion, zurtickzufihren.
Die NCI-H295-Zellen erwiesen sich zudem im BrdU-&gsals Doxorubicin-sensitiv, ein
wichtiges Charakteristikum flr nachfolgende Untelsingen der neu entwickelten Anti-

IGF1-R/Doxorubicin-Kombinationstherapie gegen Neberenrindenkarzinome.

Pathophysiologisch relevante Tumormodelle, wie z.Bir das Phaochromozytom
beschrieben, existieren fir das Nebennierenrindeman bisher nicht[128]. Die
Entwicklung eines hepatischen Metastasierungsnedetl aber, wie schon fir das BON-
Modell beschrieben, unter entsprechenden Voraussgeén denkbar. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit am Einsatz des NCI-H295-Tunodetls zurin vivo Biolumineszenz
gearbeitet. Zusammen mit der unter 3.1.1 beschregbeVietastasierungsroute soll das
Verfahren zukunftig die Grundlage fur die Entwiakiy eines hepatischen
Metastasierungsmodells fir Nebennierenrindenkamzenbilden. Analog zum BON-Modell
konnten im Rahmen dieser Arbeit neben der stafilansfektion der NCI-H295-Zellen und
deren Luciferase-Expressiam vitro (3.1.5.2), auch die Detektion Luciferase exprimieler
NCI-H295-Xenografts am murinen Modétl vivo (3.1.5.3) erfolgreich durchgefuhrt werden.
In den Versuchstieren waren spezifische Signale lselher Intensitat detektierbar (Abb. 3-9
B).

4.1.4 Nebennierenrindenkarzinom/GEP-NET-Modell

Fur dieses Modell wurden Xenografts zweier verstdmer Tumorentitaten gleichzeitig in
derselben Maus induziert (3.1.4). Damit das Wachstit vergleichbarer Kinetik erfolgte,
wurden unterschiedliche Zellzahlen injiziert. Dies&ellzahlen basierten auf
Erfahrungswerten, die mit den einzelnen Modellemieir worden waren. Neben den
unterschiedlichen Wachstumskinetiken bestand dasnpelle Risiko einer gegenseitigen
Beeinflussung und Repression der beiden Inokul&@che Tumor-Tumorinteraktionen
wurden bisher mehrfach beschrieben [129]. BeobszhResistenzen gegeniber einem
zweiten Tumor waren hierbei in der Regel umgekehoportional zur Grél3e des zweiten

Inoculums und direkt proportional zur Grof3e destearsTumors [130, 131]. Um die
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Moglichkeit der Bildung eines etablierten Primartam weitgehend zu verhindern, wurden
im Rahmen dieser Arbeit beide Xenografts gleicihgaind mit weitgehend vergleichbarer
Tumormasse, bezogen auf Zellzahl und deren Wackgesohwindigkeit, induziert. Im Fall
des Nebennierenrindenkarzinom/GEP-NET-Modells kersat die Tumorentwicklung beider
Tumorentitaten in der gleichen Maus erfolgreicteietit werden. Dieses Modell wirde sich
prinzipiell fir pharmakokinetische Schnelltests v®uabstanzen eignen, deren Wirkung auf

beide Tumorarten noch ganzlich unbekannt ist.
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4.2 Liposomale Therapien gegen endokrine Tumore

Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf der Enkiiag einer neuen liposomalen Therapie
gegen endokrine Tumore. Hierbei wurden zwei veestdnie Ansatze verfolgt: Zum Einen die
in vivo Untersuchung neu entwickelter pH-abhangig fremsder Liposomen [62]. Die

Wirkstoff-Akkumulation sollte dabei mithilfe des gpsiven Tumortargetings” liposomaler
Praparationen erfolgen [46, 47], aber zusatzlicheiner gesteigerten Freisetzung des
Wirkstoffs im sauren Milieu des Tumors resultierdder zweite Ansatz verfolgte die

Entwicklung und Charakterisierung einer immunolposlen, anti-IGF1-R gerichteten

Kombinationstherapie. Eine gesteigerte therapewigffizienz sollte in diesem Fall auf dem
zZielgerichteten Transport der Liposomen an IGF1bBréxpremierendes Tumorgewebe, einer
Inhibition des IGF1-R-Signalwegs an den Zielzellerd einer liposomalen Chemotherapie

basieren.

4.2.1 pH-abhéngig freisetzende EPC/Chol-Liposomen

Im Rahmen der Kooperation mit der AG Siss der Phaeontischen Technologie der
Universitat Freiburg wurden neue pH-abhéngig ftemede EPC/Chol-Liposomen im
Hinblick auf ihre pharmakokinetischen Eigenschafiervivo untersucht. Die Verwendung
eines neuen liposomalen Beladungsverfahrens ubemeAmmoniumhydrogenphosphat-
Gradienten resultierte vitro in einer pH-abhangigen DXR-Freisetzung [62]. Ebtesamun
die Hypothese getestet werden, dass der Nachweis @ihdhten, pH-abhangigen Freisetzung
im Tumorgewebén vivo eine deutliche Verbesserung der therapeutischienidfiz zur Folge
haben konnte. Die entsprechenden Untersuchungetiewum Rahmen dieser Arbeit, unter

Verwendung des C26-Tumormodells vorgenommen.

4.2.1.1 Dosisfindung fir pH-abhéngig freisetzende EC/Chol-Liposomen (SPIT)

Da die neu entwickelte liposomale Praparation inhrRen dieser Arbeit erstmais vivo
untersucht wurde, existierten keinerlei Vergleicbhae fur eine therapeutisch effiziente und
dennoch nebenwirkungsarme Dosierung. Daher wurdéchst eine Dosisfindung (3.2.1.1)
mithilfe des C26-Tumormodells (3.1.1) durchgefuliteriber sollte vorab ausgeschlossen
werden, dass durch einen eventuell erhéhten Afregén Doxorubicins durch pH-abhéngig
freisetzende Liposomen, auch eine erhohte Toxizitavivo resultierte. Getestet wurden
Konzentrationen die, sowohl fur freies Doxorubi¢itBmg/kg), als auch fir liposomales
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Doxorubicin (55mg/kg) deutlich unter der maximadketeerten Dosis in Mausen lagen [132].
Wahrend des gesamten Versuchs konnten bei keinefieteKonzentrationen (2,5 mg, 5mg,
8mg und 10mg verkapseltes DXR pro Kilogramm Korpenght) Auffalligkeiten an den
Versuchstieren beobachtet werden. Obwohl mit ddraBdlung erst nach Etablierung eines
grol3en soliden Tumors begonnen wurde, konnten férveérwendeten Konzentrationen
vorlaufige Uberlebenskurven ermittelt werden, diesten Aufschluss auf putative,
therapeutische Effektivitat zulieRen. Eine sigrifike Verlangerung der Uberlebenszeit war
fur eine Dosierung von 10mg/kg pH-abhangig freisetler EPC/Chol-Liposomen im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen und 2,5 mgéayie 5mg/kg liposomal verkapselten
Doxorubicins detektierbar. Aufgrund dieser ersteinwgise auf Vertraglichkeit und
therapeutische Effizienz, wurde fur die folgendegrsdiche eine Wirkstoffkonzentration von

10mg/kg Korpergewicht ausgewabhilt.

4.2.1.2 SPIT PEGylierte vs. konventionell PEGylieg pH-abhangig freisetzende
SPC/Chol-Liposomen

Da fur die anstehenden pharmakokinetischen Untewugen die Herstellung liposomaler
Praparationen in einem weitaus gréReren MaRRstabmitnidbheren Verkapselungseffizienzen
als fur in vitro Versuche nétig wurden und sich dafir SPC/Chol-tgroen methodisch
besser eignen, als die im vorangegangenen Versaochemdeten EPC/Chol-Liposomen,
wurde als Grundsubstanz des Weiteren zur Hersteptrabhangig freisetzender Liposomen
SPC/Chol herangezogen. Aufgrund groRer strukturellgbereinstimmungen waren
hinsichtlich pharmakokinetischer Untersuchungenn&eigrol3en Unterschiede zwischen
beiden liposomalen Praparationen zu erwarten. eliothenden Untersuchungen wurden die
pH-abhangig freisetzenden Liposomen allerdings tzlish zur Verlangerung ihrer
Bluthalbwertszeit mit 5 mol% Sterol-PEfg nachtraglich PEGyliert, um eine
Vergleichbarkeit zu Caelyxzu gewahrleisten. Hierbei wurden erstmals Liposoinevivo
eingesetzt, die mithilfe der neuen Sterol-basieRest-Insertionstechnik (SPIT) hergestellt
worden waren (1.7). Im Vergleich zur konventionell&opplung kommt es dabei
ausschlieBlich zu einer selektiven Anreicherung d¥SG-Moleklls in der &aul3eren
Liposomen-Membran. Hierbei wird ein Sterolgeristwendet, welches im Vergleich zur
konventionellen Post-Insertionstechnik (PIT) (1.dgn Vorteil einer Einlagerung des
Konjugats in die &ufRere Membranoberflaiche bei Reaompératur bietet, wodurch eine
eventuelle warmeinduzierte Denaturierung eines ndga bei der Herstellung von

Immunoliposomen verhindert werden kann.
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Zum Ausschluss eventueller funktioneller Auswirkangder neu verwendeten SPIT-Technik
im Vergleich zur konventionellen Kopplungstechnityurden DXR-Blutstabilitdt und
Tumorakkumulation zweier Vergleichspraparationém vivo ermittelt. Obwohl die
Blutstabilitat der konventionell PEGylierten, lipmealen Préparation sich hierbei als
signifikant erhoht im Vergleich zu den SPIT-PEGskt® Liposomen herausstellte, muss
festgestellt werden, dass die betrachteten Messwereinem sehr engen Bereich unter 1
png/ml Blut lagen. Diese leicht erniedrigte Blutsligdt hatte keine Verminderung der DXR-
Akkumulation im Tumor zur Folge. Die detektierterX®-Werte im Tumor waren fur den
ersten Messpunkt (nach acht Stunden) im Vergleicin konventionell gekoppelten
Praparation sogar signifikant erhoht. Verglichent miner konventionellen PEGylierung
waren demnach keine Nachteile der SPIT-Technik ézug auf die Tumorakkumulation

erkennbar und konnte daher fir die weiteren Expantaneingesetzt werden.

4.2.1.3 Organdosen fur pH-abhangig freisetzende ERPChol-Liposomen (SPIT)

Fur die weitere pharmakokinetische vivo Charakterisierung der neuen pH-abhangig
freisetzenden Liposomen wurde die Wirkstoff-Akkuatidn im Vergleich zu freiem DXR
und sterisch stabilisiertem, liposomalen DXR (C&28\SSLD) in Thymus, Lunge, Gonaden,
Leber, Herz, Haut, Nebennieren, Milz, Nieren, Tumspwie Blut, Stuhl und Urin
untersucht. Caelyk zeichnet sich im Vergleich zu freiem Doxorubicimrch eine stark
erhohte Blutstabilitat [51, 53], eine daraus rastéhde effizientere Wirkstoffakkumulation in
soliden Tumoren [54, 55] und ein reduziertes Nehekumsprofil aus [46, 53]. Mit den
vorgenommenen Untersuchungen sollten die pharma&b&chen Eigenschaften der neuen
liposomalen Préaparation, im Vergleich zu schon idmidchen Einsatz befindlichen
Substanzen, getestet werden. Die neue liposomélgafration wies nach 8 Std. und 24 Std.
signifikant erhdhte Akkumulationswerte im Vergleidu freiem DXR auf. Hier konnte
demnach durch die liposomale Verkapselung eineemgste DXR-Akkumulation in den
behandelten, Tumor-tragenden Mausen erreicht werdes dem eine Steigerung der
therapeutischen Effektivitat der neuen liposom&esparation im Vergleich zu freiem DXR
resultieren konnte. Zu allen Zeitpunkten war alosvahl die Blutstabilitat, als auch die DXR-
Akkumulation in den entnommenen Tumoren, fiir CaRiyw Vergleich zu freiem DXR, aber
auch verglichen mit den neuen pH-abhéngig freiselze Liposomen stark erhéht.

Da fur die pH-abhangig freisetzenden Liposomen agationin vitro bei 37 °C fur pH 7,4
eine erhbhte DXR-Freisetzung detektiert wurde (3.2bb.: 3-10), ist anzunehmen, dass die
beobachteten Effekte auf eine erniedrigte Blutitdbivon SPC/Chol (SPIT) zurtckzufihren
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ist. Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese Préparsehr schnelle Freisetzungsraten wie z.B.
Myocef® aufweist und dadurch das freigesetzte DXR danreneirschnelleren Abbau
unterliegt, wodurch nur geringere Akkumulationsnat@ Tumor erreicht werden [49]. Mayer
et al. untersuchten ausfiihrlich die Auswirkungem dgosomen-Stabilitdt auf die akute
Toxizitat liposomaler Praparationen und stelltest,felass erhdhte Freisetzungsraten eng mit
einer Abnahme des Cholesterol-Gehalts liposomalempositionen korreliert. Hierbei
entsprach die Blutstabilitdt und das Nebenwirkungfipcholesterolfreier Liposomen nahezu
dem freien Doxorubicins [133]. Da es sich bei dengesetzten Liposomen aber um
SPC/Chol, also um cholesterolenthaltene Liposonmamdéite, erklart dies allein nicht die
vermutete schlechtere Stabilitat. Hingegen konnech eaandere Faktoren, wie Liposomen-
Ladung oder Doppelschicht-Fluiditat, die auf untbredlichen Lipid-Kompositionen
basieren, sowie die Wahl des Beladungsverfahreas did Art der PEGylierung deutlichen
Einfluss auf die pharmakokinetischen und therapeh&n Charakteristika liposomaler
Praparationen haben [40]. Da die gleiche Art deGiErung aber, zusammen mit dieser
anderen liposomalen Grundsubstanz, keine verglaichbhen Effekte auf die Blutstabilitat
zeigt, ist auch diese als Ursache eher auszusehliedBm néheren Aufschluss Uber den
ausschlaggebenden Mechanismus der geringeren iabsio Stabilitat zu erhalten, waren an
dieser Stelle weitere Untersuchungen notwendig.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass htodie neuen pH-abhéngigen
Liposomen, als auch die Anwendung der neuen SPERIik erstmals im Rahmen der
beschriebenen Versucha vivo untersucht werden konnten. Nach diesen Experimente
zeichnet sich ab, dass ein Einsatz der neuen pHrgidy freisetzenden Liposomen, in
therapeutischen Studien Vorteile gegeniber freiedR ufweisen kénnte, aber vermutlich
nicht in einer gesteigerten therapeutischen Effékti verglichen mit CaelyX resultieren
wirde. Da zudem zwar die DXR-Akkumulation in Niekeinge und Gonaden im Vergleich
zu Caely® leicht erniedrigt war, diese Unterschiede aber Relation zu den
unterschiedlichen Tumorakkumlationen relativ geriagsfielen, ist auch nicht mit einer
deutlichen Verbesserung des Nebenwirkungsprofileezhnen. Vielmehr kénnte ein erhéhter
Anteil freien Doxorubicins im Organismus auch eatbdhte Toxizitat zur Folge haben [49].
Aus diesen Grunden wurde auf die Durchfiihrung ewveitergehenden therapeutischen

Studie verzichtet.
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4.2.2 Der IGF1-Rezeptor als therapeutisches Target

Das IGF-System und speziell die Uberexpressionl@&4-Rezeptors spielen eine wichtige
Rolle fur die Tumorgenese, Tumorzellproliferatiomdu Metastasierung einer Vielzahl
menschlicher Tumoren [91-97, 134, 135]. Folgergktnd in den letzten Jahren verschiedene
therapeutische Strategien entwickelt worden, die dan IGF1-Rezeptor als Zielstruktur
abzielen. Hierzu gehdren neben monoklonalen Anpigdgr [88], Tyrosinkinase-Inhibitoren
[106-108] und antisense RNA [95, 105] auch dominadative IGF-1R Genvarianten und
Peptid Aptamere [104], von denen einige mit viedpeechenden Ergebnissen in

praklinischen und frihen klinischen Studien getestrden.

Endokrine Tumoren konnen beispielhaft als Tumotét@n angefuhrt werden, bei denen
IGF1-R abhangige Signalwege, einschliel3lich PI(B)-mTOR, eine signifikante Rolle bei
der Tumorentwicklung spielen. Dieses spiegelt sitider hohen Forschungsaktivitat auf
diesem Gebiet in den vergangenen Jahren wieder 108, 103, 136-139]. Um eine
potentielle Anwendbarkeit anti-IGF1-R gerichtetemniortherapien gegen neuroendokrine
Tumore zu testen, wurde im Rahmen dieser Arbeitainder IGF1-R Expressionsstatus in
humanen GEP-NET Gewebeproben untersucht (3.2.2)eseBi erfolgte Uber die
immunhistochemische Aufarbeitung eines GEP-NET-Geafrrays im Vergleich zu
anderen menschlichen Gewebeproben (Niere, Lebéz, Rankreas, Dinndarm und Lunge).
In diesen Untersuchungen konnte in allen Tumorprosiee deutliche Uberexpression des
IGF1-R im Vergleich zum Kontrollgewebe detektiertenden. IGF1-R-Uberexpression
scheint demnach ein gemeinsames Merkmal diesensiesosehr heterogenen Tumorentitat
darzustellen. Der IGF1-R kénnte damit potentiedl gémeinsame therapeutische Zielstruktur
fur die Behandlung von GEP-NETSs genutzt werden.

4.2.2.1 IGF1-Rezeptor-Inhibition und Doxorubicin ak Kombinationstherapie gegen
GEP-NETs

Obwohl eine therapeutische Aktivitat anti-IGF1-Rigeteter Substanzen gegen verschiedene
Tumorarten nachgewiesen werden konnte, ist insgesakiar, ob die Blockierung dieser
Signalkaskasden allein ausreicht, eine therapéutedevante Wirkung zu induzieren. Um die
therapeutische Effizienz zu steigern, wurden in ®e&rgangenheit IGF1-R abhangige
Wirkprinzipien daher mit zytostatischen Substankembiniert, wodurch eine Zunahme der

anti-tumoralen Effekte erreicht werden konnte [10®]. Im Rahmen dieser Arbeit wurdien
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vitro Experimente mit einem monoklonalen IGF1-R bloakneten Antikorper (1H7), DXR
oder der Kombination beider Komponenten an humareemoendokrinen BON Tumorzellen
durchgefuhrt. Untersucht wurden die resultierendfekte auf Zellproliferation, Vitalitat und
Apoptoseinduktion. In diesen Experimenten konnte éReduktion der Zellproliferation und
eine leichte Abnahme der Zellvitalitdt in Kombimati mit einem Anstieg der Caspase
Aktivitat nach 1H7-Behandlung nachgewiesen werdéhnliche Effekte waren nach
Inkubation mit DXR feststellbar, welches eine siilgainte Inhibition der Proliferation, sowie
eine signifikante Abnahme der Vitalitdt und Apommsnahme in BON Zellen induzierte.
Jedoch blieben synergistische Effekte, wie fur amd€umorzelllinien beschrieben, bei
kombinierter Behandlung mit beiden Substanzen, Rieses deutete darauf hin, dass fiur das
untersuchte Tumormodell eine deutliche Steigerwsrgtiderapeutischen Aktivitat anti-IGF1-
R gerichteter Tumortherapien allein durch eine kiomebte Gabe mit DXR nicht zu erwarten
ware. Da die einzelnen Komponenten aber deutlicliet@morale Effekte aufzeigten, wurde
eine neue liposomale Wirkstoffkombination entwitkdie die kombinatorischen Effekte der

freien Substanzen Ubertreffen sollte.

4.2.2.2 Zellulare Interaktion von anti-IGF1-R-AK gekoppelten Immunoliposomen mit

humanen Tumorzellenin vitro

Obwohl es sich bei freiem DXR um ein potentes udthidch vielfach eingesetztes
Zytostatikum handelt, weist es den Nachteil eir@dsen Verteilungsvolumens im Organismus
auf. Damit assoziiert sind starke Nebenwirkungea KMardiotoxizitat und Myelosuppression
[140]. Die Verkapselung von Zytostatika in Liposam#ihrt zu einer stark verénderten
Verteilung im Korper. Ausschlaggebend fur die Viutgg von Liposomen sind die
Beschaffenheit des BlutgefalRendothels und die bipengroRe. Die GrofRe der Liposomen
fuhrt dazu, dass diese nicht mehr das kontinuteliGefal3endothel gesunden Gewebes
passieren konnen. Liposomales DXR akkumuliert dliickenhaftes GefalRendothel dennoch
im Tumor und gleichzeitig kommt es zu einer reduei® Anreicherung der Substanz im
Herzen und anderen Geweben verglichen mit freienRDRurch die PEGylierung von
Liposomen kann zudem eine deutliche Erh6hung datizBkulationszeit erreicht werden [40,
46, 51, 52, 56]. Die reduzierte Organaufnahme, raasan mit einer erhéhten Akkumulation
liposomal verkapselter Substanzen in soliden Tumosérd als erhéhter Permeabilitats- und
Retentionseffekt gnhanced permeability and retentidePR) von Liposomen bezeichnet
[141-143]. Insgesamt weisen PEGylierte liposomalg&p®&rationen verlangsamte und

dosisunabhangige Abbaukinetiken im Blut und erhdhtxapeutische Effizienzen auf [51,
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56-58]. Um die Vorteile liposomalen Doxorubicins dureiner anti-IGF1-R gerichteten
Therapien miteinander zu kombinieren, wurden imrRa dieser Arbeit in Kooperation mit
der AG Siss der Pharmazeutischen Technologie deetditat Freiburg neue therapeutische
Praparationen entwickelt. Als Grundsubstanz fir eistenin vitro Experimente wurde
liposomales DXR auf SPC/Chol-Basis verwendet. Biedmetet den Vorteil eines
fluoreszenzmikroskopischen Nachweises durch debhatirRhodamin-PE-markierter Lipide.
Kommerziell erhéltliches, sterisch stabilisiertdéiposomales DXR auf HSPC/Chol Basis
(SSLD, Caelyx) kann zwar, wie in den weiteren Veh&n nachgewiesen (3.2.2.3, 3.2.24),
durchaus effizient post-PEGyliert werden, eine td@gtiche Modifikation zur
fluoreszenzmikroskopischen Bildgebung ist abertmetglich.

Zunachst konnte so das erfolgreiche IGF1-R targatinvitro mittels Durchflusszytometrie
an humanen neuroendokrinen Tumorzellen nachgewieseden (3.2.2.2). Die Kopplung
von 1H7 Antikérpern an die Oberflache von SPC/Qlipbsomen erhohte signifikant die
zellulare Assoziation der Liposomen mit neuroentgar Tumorzellen, wahrend keine
Assoziation fir ungekoppelte oder unspezifisch-gelette Liposomen feststellbar war (3-17
A). Besonders hervorzuheben ist hierbei die holféei@nz zwischen den detektierten 37°C
und 4°C Werten 1H7-gekoppelter Liposomen. Da aktinetabolische Prozesse nicht bei 4°C
ablaufen konnen, spiegeln diese Werte ausschlieRéssoziative Prozesse an der
Zelloberflache wieder. 37°C Werte hingegen stehi@n die Kombination aus zellularer
Assoziation und aktiven Aufnahmeprozessen. EinesHdifferenz zwischen diesen Werten
deutet demnach auf eine aktive Aufnahme 1H7-geltgpeiposomen in die Zielzellen hin
[144], was durch fluoreszenzmikroskopische Untdmangen zusatzlich bestatigt werden
konnte (Abb.: 3-17 B). Hierbei handelt es sich uim @&ul3ergewdhnliches Phdnomen und
deutet auf einen Aufnahmemechanismus hin, der sdchtgin, ohne die zusatzliche
therapeutische Komponente der IGF1-Rezeptor-Blogkadine starke Erhohung der
therapeutischen Effektivitat der neu entwickeltartbS8anz zur Folge haben kdnnte. Bisher
wurden nur wenige signal-gekoppelte liposomale &witpnen beschrieben, bei denen eine
Internalisierung in die Zielzellen beobachtet waréennte. Fir Folat-gekoppelte Liposomen
wurde die Internalisierung in murine, Folat-Rezepto Uberexprimierende
Lungenkarzinomzellen nachgewiesen [145]. Fur ArER2-Immunoliposomen, bei denen
Antikorper-Fragmente gekoppelt wurden fir die alilsfruktur p1855°? Rezeptor-
Tyrosinkinase fungiert, konnte die InternalisierungHER2 (berexprimierende Brustkrebs

Zellen beschrieben werden [85, 86]. Ein anderesaiist die Kopplung des monoklonalen
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2C5 Antikorpers, der an die Tumorzelloberflache uyelene Nukleosomen bindet, wodurch
die liposomale Praparation von verschiedenen Tuetlbreen fur Kolon, Prostata, Lunge

und Brustkrebs internalisiert wird [144]. Die Beldamg mit diesen Praparationen resultierte
in erhoéhten zytotoxischen Effekten, reduzierteni®teszen im Vergleich mit freiem DXR,

sowie gesteigerten therapeutischen Effizienermivo. Hierbei wird angenommen, dass es
sich bei der Aufnahme der Liposomen mittels Endomgt und der anschlie3enden
effektiveren Freisetzung des Wirkstoffs in der Zatle um eine alternative Route handelt,
Uber die auRerdem ein P-Glykoprotein-vermitteltiéiuk umgangen werden kann [145, 146].
Zudem konnte eine hohe Internalisierungsrate varepter-Liposomen-Komplexen zu einer
Reduktion des membranstandigen IGF1-R-Anteils uachiteiner zu einer Einschrankung

des IGF1-R-Signalweges in den betroffenen Tumaadiihren [147].

Nach diesen vielversprechendan vitro Ergebnissen an humanen neuroendokrinen
Tumorzellen wurde die zellulare Assoziation der erediposomalen Préparation auch an
anderen menschlichen Zelllinien untersucht. Duudstytometrische Analysen ergaben fir
die bisher untersuchten Zelllinien Kelly (Neuroltas), MCF7 (Brustkrebs) und DU-145
(Prostatakarzinom) ebenfalls hohe zellulare Assimrian 1H7-gekoppelter Liposomen im
Vergleich zu nicht-gekoppelten oder 1gG-gekoppeltggosomen. Diese Bindungsaffinitaten
waren mit den zuvor fir BON-Zellen nachgewiesenenglkeichbar. Zudem deuteten die
Ergebnisse auch fir diese humanen Tumorzelllinieh @ine Internalisierung 1H7-
gekoppelter Liposomen hin (Abb.: 3-18), was fir lilebnd MCF7-Zellen bisher auch
fluoreszenzmikroskopisch bestatigt werden konntatéD nicht gezeigt). Diese Analysen,
zusammen mit einer hohen IGF1-R-Expression in sokeedlichen Tumorentitaten [91, 148-
151] sprechen fur eine potentiell breite Einsetkzbdirder neu entwickelten Praparation fir

verschiedene Tumorarten.

4.2.2.3 Pharmakokinetik 1H7 gekoppelter Liposomen

Basierend auf diesen Versuchen wurden 1H7-gekapjipthtsomale Praparationen in BON

Xenograftsin vivo auf ihre Stabilitat im Blut und Anreicherung inrsehiedenen Geweben

untersucht (3.2.2.3). Obwohl die therapeutischazigfiz liposomaler Praparationen nicht
allein auf der Blutzirkulationszeit und DXR-Akkunation basiert, handelt es sich dennoch
um zwei wichtige pharmakologische Charakteristikas diesem Grund wurden als basale
Substanzen entweder PEGyliertes liposomales DXRS&&/Chol-Basis oder kommerziell

erhéltliches, sterisch stabilisiertes, liposoma@®&R auf HSPC/Chol Basis (SSLD, CaeRx
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verwendet. Letzteres verfigt nachgewiesenermal3erVemgleich zu freiem, aber auch
konventionell verkapseltem liposomalem DXR, Ubereestark erhthte Blutstabilitdt und
deutlich erhéhte Wirkstoff-Akkumulation im Tumor]556].

Insgesamt konnten acht Stunden nach Verabreicheidgibliposomaler Grundsubstanzen, in
gekoppelter oder nicht-gekoppelter Form, deutlichrgerschiede im DXR-Gehalt von Blut
und Tumor festgestellt werdeNach Gabe der liposomalen Substanzen lie3en siéhuin
und Tumorproben bei Verwendung beider Grundsubstariznterschiede auf Basis des
detektierten Doxorubicins zwischen den untersciibdgekoppelten Préaparationen finden.
Fur SPC/Chol-basierte Liposomen wurde sowohl eimgnif&kante Reduktion in der
Blutstabilitdt der gekoppelten Praparationen festglt, als auch eine signifikante Differenz
in der DXR-Akkumulation 1gG-gekoppelter Liposomem Vergleich zu SPC/Chol/NHS-
1H7. SSLD-Liposomen auf HSPC/Chol Basis (Ca8)yzeigten ebenfalls eine leichte, wenn
auch nicht signifikante, Erniedrigung in der Blatstitat verglichen mit der Grundsubstanz.
Fur die DXR-Akkumulation im Tumor waren sowohl feBSLD-1gG, als auch fur SSLD-1H7
signifikante Abnahmen im Vergleich zu SSLD-PEG+ egnhbar. Die erniedrigten DXR-
Blutwerte fur die Antikorper-gekoppelten Prapamaén sind vermutlich auf die schon
mehrfach beschriebene erhdéhte Immunogenitdt von ulmippsomen und folgender
Aktivierung des unspezifischen Immunsystems zurifikzren [47, 79, 152, 153]. Da es sich
bei der neuen liposomalen Praparation aber um &nbstanz mit verschiedenen
Wirkmechanismen handelt, deren therapeutische #ffgit allein Uber eine
pharmakokinetische Studie nicht ermittelbar watdireben therapeutische Experimente flr
eine finale Bewertung der neuen Substanz abzuwaBemerkenswert war allerdings in
beiden Experimenten eine signifikant erhdhte DXRaékulation in Tumoren 1H7-
liposomal behandelter Mause verglichen mit IgG-kipmen. Dieser Effekt konnte, wie zuvor
beschrieben, nicht auf Unterschiede in den Bluevertler gekoppelten Praparationen
zuruckgefuhrt werden, sondern lie3 vielmehr auchvivo auf ein funktionell relevantes
aktives Targeting des Tumorgewebes schlieBen. $asge zeichneten sich Uberdies die
SSLD-basierten Praparationen auch schon nach aohdeéh im Vergleich zu den SPC/Chol-
Liposomen durch eine deutlich hohere Blutstabilitdt daraus resultierende erhohte DXR-

Akkumulationswerte im Tumor aus.

Sowohl fur SPC/Chol-basierte, als auch HSPC/Chsidoe Liposomen wurden die
Doxorubicin-Mengen in Leber, Milz, Nebennieren UAdnaden untersucht. Leber und Milz
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gehdren zu den klassischerweise untersuchten Gewdaees hier immer zu einer gewissen
Wirkstoffakkumulation freien und liposomalen Doxbitins kommt [44, 116]. Fur die
Akkumulation in der Leber und der sehr geringeneigiterung in den Gonaden konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Reijmmen detektiert werden. Bisher
wurden flur sterisch, stabilisiertes, liposomalesx@abicin, trotz beobachteter Wirkstoff-
Akkumulation in der Leber, bei den klinisch eingesen Konzentrationen keinerlei
Nebenwirkungen beschrieben. Fir sterisch stabiieseliposomales Doxorubicin konnte
zudem nach Mehrfachgabe trotz einer signifikantdmBRung der Plasma-Halbwertszeit und
Tumoranreicherung, eine Reduktion der Wirkstoff-Akkulation in Leber und Milz tber die
Zeit beobachtet werden [154]. Als Dosis limitiereridebenwirkung bei der Verwendung von
CaelyX® ist das Palmar-Plantar Erythrodysesthesia- Syndrommennen. Beim Auftreten
dieser Nebenwirkung wird in der Regel eine Dosigkéidn eingefiihrt, trotz derer eine hohe
antitumorale Effizienz im Vergleich zu Standard-@lo¢herapien erhalten bleibt [40]. Da es
sich bei den fur SSLD-1H7 beobachteten Effektermtnien signifikant erhdhte Effekte im
Vergleich zur basalen liposomalen Praparation Hgnde zum jetzigen Zeitpunkt nicht von
einer Veranderung des zytotoxischen Nebenwirkumfgpr an hepatischem Gewebe
auszugehen. Allerdings konnen hierbei Effekte, dig den verwendeten Antikdrper
zuriuckzufihren waren, nicht mit ausgewertet werdeéa, diese mit den beschriebenen
pharmakokinetischen Experimenten nicht detektiegtden kdénnen. Hierfir missen noch
weitergehende immunhistochemische Untersuchungeximgefiihrt werden.

In der Milz waren fur HSPC/Chol-Liposomen ebenfdtisine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen getesteten Praparaokemnnbar. Dieses unterschied sich stark
von denen fur SPC/Chol/NHS-1H7 beobachteten Effekkéier war eine aul3ergewohnlich
hohe Wirkstoff-Akkumulation verglichen mit ungekagfen und unspezifisch-gekoppelten
Liposomen zu beobachten, die toxische Auswirkureygindie Milz zur Folge haben kdnnte.
Eine hohe Anreicherung war fir SSLD-PEG+ in denétwlieren im Vergleich zu SSLD-1gG
und SSLD-1H7 zu beobachten. Hierbei war aber eioleehVarianz in den Messwerten
feststellbar, so dass hier eine Wiederholung deéetdnchung unter Einschluss einer grof3eren
Gruppengro3e naheren Aufschluss Uber das beobadhténomen geben musste. Vor allem
muss dabei beriicksichtigt werden, dass eine s@ldheicherung nicht bei den mit Caef/x
behandelten Tieren in Versuch 3.2.1.3 erkennbar Bsikonnte sich zwar durchaus um ein
Mausstamme-spezifisches Phanomen handeln, ein msthed Fehler misste aber mit einer

weitergehenden Studie an gréf3eren Versuchsgruppsgeschlossen werden.
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Aufgrund der erniedrigten Blut- und Tumorwerte tlie SPC/Chol- basierten Praparationen
im Vergleich zu SSLD-Liposomen und der zusatzliehrshohen Wirkstoffakkumulation in
der Milz wurden in der nachfolgenden therapeutiscBtudie ausschlief3lich Liposomen auf

SSLD-Basis eingesetzt.

4.2.2.4 Therapeutische Wirksamkeit von anti-IGF1-RAK-gekoppelten

Immunoliposomen gegen humane BON Tumor Xenografts

Die Uberlegenheit der neuen liposomalen Praparatiamnin einer therapeutischen Studie im
gleichen Tumormodell deutlich erkennbar und restikiin einer deutlichen Retardierung des
Tumorwachstums und einer Verlangerung der Uberkstshum knapp 66% im Vergleich zu
den Kontrolltieren (3.2.2.4). Keine signifikantdretapeutischen Effekte waren hingegen fur
die einzelnen Substanzen SSLD-PEG+, SSLD-IgG, daerf Antikbrper und auch fur die
kombinierte Behandlung erkennbar. Hierfur sind oeisdene Erklarungsanséatze denkbar:
Einmal kdnnte eine geringere Stabilitdt des frefenikorpers im Blut, im Vergleich zu an
sterisch, stabilisierte Liposomen gekoppelten Airfler, eventuelle therapeutische Effekte
maskiert haben, di@ vitro am gleichen Tumormodell nachgewiesen werden konmgser
Effekt konnte zudem noch durch das experimentedisigh mit grof3en etablierten Tumoren
und einer einmaligen Substanzinjektion fur den efmeiAntikdrper unterstitzt und das
Ausbleiben einer therapeutischen Effektivitat dgosomalen Préparationen ausschlaggebend
sein [155]. Huang et al. untersuchten diese Ablgkaiien ausfihrlich an C26-Tumor
tragenden Mausen und konnten hierbei ebenfalls gauinge therapeutische Effekte mit
sterisch, stabilisiertem, liposomalem Doxorubicireiehen, obwohl eine Behandlung sogar
schon ab Tag 1 nach Tumor-Inokulation erfolgte.eEdeutliche Erhdhung anti-tumoraler
Effekte konnte erst nach Mehrfachgaben beginnendaapl beobachtet werden [116]. So
waren therapeutische Effekte auch im BON-Tumormodath Mehrfachgabe mit kurzen
zeitlichen Intervallen, wie auch fur andere Studaschrieben, denkbar [67]. Demzufolge
spricht das beobachtete Ergebnis eher fur poteh&apeutische Effekte der neuen
liposomalen Pré&paration, als fir das Versagen ikldssn liposomalen Doxorubicins im
gewéhlten Tumormodell. Fur diese Erklarungen sprclth, dass fur die kombinierte Gabe
der Einzelsubstanzen durchaus leichte, wenn auadle kgnifikanten anti-tumoralen Effekte,

beobachtet werden konnten.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass im Raldieser Arbeit eine neue effiziente

liposomale Therapie entwickelt werden konnte, deifirkungsweise auf distinkten
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pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eipeften, verglichen mit den
Einzelsubstanzen und deren Kombination, basierchNden bisherigen Untersuchungen
deutet vieles auf folgenden Wirkmechanismus hin:

Nach Bindung der Liposomen tUber 1H7 an den IGFI#®gt ausschliel3lich fur SSLD-1H7
die Internalisierung in die Zielzellen, was in eiredfizienteren Aufnahme des Wirkstoffs
mittels Endozytose, verglichen mit ungekoppeltearathspezifisch-gekoppelten Liposomen,
resultiert (Abb.:4-1). Die Wirkstofffreisetzung Ubelie schon unter 4.2.2.2 detaillierter
diskutierte Route koénnte erhdhte therapeutischeiBfizen, sowie die Umgehung eines P-
Glykoprotein vermittelten Effluxes zur Folge haljéd4, 146, 156]. Gerade fir die getestete
Tumorentitat kdnnte Verminderung der Resistenz wiivhtige Rolle spielen, da GEP-NETs
sich oft durch eine ausgepragte Chemoresistenz@mbsen [36, 37, 39]. Wie die Freisetzung
von Doxorubicin dabei in den Zielzellen initiiertird, ist bisher noch unklar. Eine

enzymatische Aktivitat cytoplasmatischer Phosplasign wird diskutiert [145].

A. Behandlung mit freiem 1H7 ' B. Behandlung mit S5LD C. Kombinierte Behandlung mit einer Priparation mit SSLD -1H7

°

IGF 1-receptor

¥ ‘T' : o
T R | | e L A L C AR T b | ki

T [ PR R TR PT PRI RTRIRIRaTITe
ABLLY H&BJAMMM 4 Mﬂ&g&J&M!&BE%J&M&%&%E&&&&J@%&Li&&&%&k MMMM&IIEI?WW ; ﬁﬂiﬂggggggggggggg&gggggggggg

& ;7 ik

DNA-
Interkalierung

DNA-
Interkalierung

Abbildung 4-1: Putatives Modell der therapeutischen Wirkmechaarsm
A Die Inhibition IGF1-R abhangiger Signalwege miteam inhibitorischen Antikdrper fuhrt
in vivoin einer kurzzeitigen Blockierung der Adhasion, Kigon und Mitogenese, sowie zur

Apoptose-Induktion in den Zielzellen.
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B PEGyliertes liposomales Doxorubicin (DXR) akkuredliim Tumorgewebe. Hier wird
DXR aus den Liposomen freigesetzt und teilweise gden Tumorzellen aufgenommen, was
in einer Inhibition der Replikation und Transkrgoti durch Interkalation mit der zellularen
DNA resultiert.

C Die kombinierte liposomale Pré&paration resultiert synergistischen anti-tumoralen
Effekten durch liposomale Internalisierung und daeinhergehender Inhibition IGF1-R
abhangiger Signalwege. Zusatzliche Mechanismenewme Erhéhung der Blutstabilitat des
gekoppelten Antikorpers durch Kopplung an die lguosale Préparation sind im Vergleich
mit dem freien Antikbrper moglich. Zusatzlich kammne Erniedrigung in der IGF1-R
Préasentation an der Zelloberflache nach Rezepterdalisierung zu der beobachteten starken
therapeutischen Effizienz beitragen.

Nach Internalisierung der Rezeptor-Liposomen-Konglest Gberdies eine Reduktion in der
Anzahl prasentierter IGF1-R-Molekille denkbar, wase eveitere Erh6hung anti-tumoraler
Effekte zur Folge haben kdnnte. Dartber hinaugirs® Erhohung DXR abhangiger Effekte
auchin vivo durch eine zusatzliche Inhibition IGF1-R abhangi§enalwege maoglich. Im
Fall der SSLD-1H7 Liposomen kdnnen dabei alle thevdischen Komponenten an derselben
Zielzelle wirken. Dieses ist fur die einzelnen Sahgen nicht moglich und auch bei einer
kombinierten Gabe relativ unwahrscheinlich, da &kiilitat und Gewebeverteilung der

einzelnen Substanzen sehr unterschiedlich sind.
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5 Ausblick

Die hier prasentierten pharmakokinetischen undageutischen Daten der im Rahmen dieser
Arbeit neu entwickelten, anti-IGF1-R gerichtetappsomalen Tumortherapie zeigen deutlich
die Uberlegenheit der gekoppelten Praparation icdrgh mit den Einzelsubstanzen und einer
kombinatorischen Gabe. Die Aufklarung des exaktafnahme- und Wirkmechanismus wird
nach diesen vielversprechenden Daten zukinftigliletaangegangen. Die neu entwickelte
liposomale Therapie kénnte sich daher in Zukunfemem ganz neuen Behandlungskonzept
fur GEP-NET Patienten entwickeln. Dieses konnterdies erst den Anfang eines breiten
Anwendungsspektrums gegen viele Tumorarten dagstell da  weiterfihrende
Untersuchungen an Tumorzelllinien fir Brustkrebgubbdblastom, Prostatakarzinom und
Nebennierenrindenkarzinom ebenfalls auf eine Emtsekeit hindeuten. Zudem geben
publizierte Ergebnisse Hinweise auf die ExistemeeVielzahl anderer Tumorentitaten, die
eine Uberexpression des IGF1-R aufweisen und dafierder neuen Therapie ebenfalls
potentiell behandelbar sein sollten. Zurzeit wirdnvuns die Wirkung der neuen 1H7-
gekoppelten Liposomen gegen Nebennierenrindenl@r@nanhand des beschrieben NCI-
H295-Modells untersucht. Die beobachteten hohenluldetn Assoziationen und
Internalisierungen in die Tumorzellen BON, MCF-7ellg und DU-145, konnten ebenfalls
fur NCI-H295-Zellen detektiert werden (Daten nigaizeigt). Dartuiber hinaus zeigte sich fur
diese Zelllinie zuséatzlich das auRergewohnlichenBhiéen einer hohen Internalisierungsrate
ungekoppelter Liposomen, welches zukinftig naheéersacht werden soll. Die Aufklarung
dieses Mechanismus konnte zuséatzlich der Verbasgeder therapeutischen Effizienz
klassischer liposomaler Praparationen dienen.

Weiterhin wurde, basierend auf den Erfahrungendenit sich mittlerweile in standardisiertem
Einsatz befindlichen zellularen Tumormodellen, dimtwicklung neuartiger patienten-
individueller Tumormodelle initilert (Daten nichtegeigt). Durch die direkte Implantation
humanen OP-Materials in athymische Nacktmause, evisal erfolgreich das Wachstum
patienten-individueller Xenografts in einem murindadell erreicht. Erste Ergebnisse deuten
auf eine erfolgreiche Versorgung des Tumormateidalsch das Wirtsgewebe hin welches
dabei, basierend auf ersten immunhistochemischear&irchungen, nicht die Charakteristika
des Herkunftsgewebes verliert. Durch diese Modditinnte zukinftig, neben der
methodischen ErschlieBung neuer Tumornischen ddietzellularen Tumormodelle, auch
die breite Heterogenitdt endokriner Tumore patemelividuell bei der Wahl einer

geeigneten Therapie berlcksichtigt werden.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnten bereits beschrieamormodelle endokriner Tumoren
fur die standardisierte Verwendung in unserer Asgeuppe etabliert und dariiber hinaus fur
die weitere Entwicklung von Metastasierungsmodeltgtimiert werden. Zwei Ansatze
wurden hierbei erfolgreich initiiert: Erstens wurdae hepatische Metastasierungsroute in
einem nicht-endokrinen Tumormodell (C26-Colon-Kaarn-Modell) methodisch etabliert,
welche in Zukunft auch auf die vorhandenen endekrimumormodelle Ubertragen werden
soll. Zweitens konnte sowohl das Modell fur neudigkrine Tumore des
gastroenteropankreatischen Systems (GEP-NET),ugls das Nebennierenrindenkarzinom-
Modell fur eine Detektion mittelsn vivo Biolumineszenz optimiert werden, was eine
wichtige Voraussetzung flr den Einsatz pathophggisth relevanter Tumormodelle
darstellt. Uber die beschriebenen Modelle hinaosnke zudem das gemeinsame Wachstum
zweier endokriner Tumorentitaten in einer Maus wetgleichbaren Wachstumskinetiken
erfolgreich induziert werden. Dieses Modell konateiinftig der Durchfihrung schneller
pharmakokinetischer Vortests unbekannter Substanmesh deren Wirkung auf zwel
Tumorarten in einem einzigen Versuchsansatz dienen.

Einige der beschriebenen Tumormodelle werden mid#ge standardmafig in unserer
Arbeitsgruppe zur Untersuchung neuer anti-tumor8léostanzen eingesetzt. So diente das
C26-Modell im Rahmen dieser Arbeit der Charakterisng neuer pH-abhangig freisetzender
Liposomenin vivo. Trotz vielversprechendén vitro Vordaten kann nach den durchgefihrten
pharmakokinetischen Untersuchungen nicht von agesteigerten therapeutischen Effizienz
dieser Praparation in ihrer jetzigen Form ausgegiangerden. Diese Daten zeigen erneut,
dassin vitro Untersuchungen als alleinige Kriterien zur Bewegt@mner neuen liposomalen
Therapie nicht ausreichend sind. Narvivo Modelle spiegeln die tatsachliche Komplexitat
eines lebenden Organismus wieder, die die pharrogismhen Eigenschaften einer
liposomalen Substanz im Wesentlichen definiert. édabt die Durchfiihrung dieser Studie
dennoch als erfolgreich einzustufen, da sie diehnbestehenden Méngel der neuen
liposomalen Préaparation deutlich aufzeigen konrs®. wéaren auch weiterén vivo
Experimente unabdingbar, um den zweifelfrei gutberdpeutischen Ansatz einer pH-
abhéangig freisetzenden liposomalen Praparationeweil entwickeln und im Vergleich zu

klassischen Behandlungsmethoden zu optimieren.
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Der wesentliche Fokus dieser Arbeit lag jedochdmrfUntersuchung des IGF1-Rezeptors als
therapeutisches Target fur die Behandlung von GEFPdN Basierend auf
immunhistochemischen Analysen an einem Tumor-Gewielasy konnte, im Vergleich zu
Kontrollgewebe, eine deutliche Uberexpression d8s1FR in GEP-NETs nachgewiesen
werden. Dieser Rezeptor stellt damit eine vielverspende Zielstruktur fir die Behandlung
dieser ansonsten sehr heterogenen TumorentitaDdaiiber hinaus konnte eine neue, anti-
IGF1-R gerichtete, liposomale Wirkform entwickeltenden, die die Vorteile einer
zielgerichteten liposomalen Chemotherapie und flearassche Inhibition des IGF1-
Signalweges in einer Praparation vereintinnvitro Studien konnten wir zeigen, dass die
neuen Immunoliposomen von den untersuchten Tumere@iternalisiert wurden, was auf
einen neuartigen Aufnahmemechanismus hindeutet, rd@mh jetzigem Stand unserer
Analysen auchn vivo in verdnderten pharmakologischen Charakteristiké einer deutlich

gesteigerten therapeutischen Effizienz resultiert.
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